Studies on lipid metabolism in the liver of Goto-Kakizaki rats by 唐橋, 美奈子
  
 
Goto-Kakizaki ラットの肝臓における 
脂質代謝の解析 
 
 
 
 
 
 
 
唐橋 美奈子 
 
 
論文目録 
 
 
本学位論文は下記の原著論文を基に作成され、城西大学大学院薬学研究科に提出されたものである。 
 
1. Karahashi M, Ishii F, Yamazaki T, Imai K, Mitsumoto A, Kawashima Y, Kudo N (2013) Up-regulation of 
stearoyl-CoA desaturase 1 increases liver MUFA content in obese Zucker but not Goto-Kakizaki rats. Lipids 
48:457-467 
 
2. Karahashi M, Fukuhara H, Hoshina M, Sakamoto T, Yamazaki T, Mitsumoto A, Kawashima Y, Kudo N 
(2014) A simple and sensitive method for the determination of fibric acids in the liver by liquid 
chromatography. Biol Pharm Bull 37:105-112 
 
3. Karahashi M, Hoshina M, Yamazaki T, Sakamoto T, Mitsumoto A, Kawashima Y, Kudo N (2013) Fibrates 
reduce triacylglycerol content by upregulating adipose triglyceride lipase in the liver of rats. J Pharmacol Sci 
123:356-370 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
目次 
 
 
略語 ···························································································································ⅰ 
 
総論の部 
 
緒言 ···························································································································· 1 
 
第 1 章 GK ラットの肝臓における脂肪酸および TAG 代謝の解析 ·········································· 5 
 
第 1 節 GK ラットの基礎的情報 ·················································································· 5 
第 2 節 肝臓の脂質組成 ····························································································· 6 
第 3 節 肝臓の病理組織像 ·························································································· 6 
第 4 節 脂肪酸および TAG 代謝関連遺伝子の発現 ·························································· 9 
第 5 節 肝スライスにおける細胞外脂肪酸の TAG への取り込み活性 ·································12 
第 6 節 In vivo における細胞内の de novo TAG 合成速度 ··················································12 
第 7 節 肝スライスにおける脂肪酸 β 酸化能 ·································································15 
第 8 節 In vivo での肝臓からの VLDL 分泌速度 ·····························································15 
第 9 節 脂質代謝関連転写因子遺伝子の発現 ·································································15 
第 10 節 小括、考察·································································································17 
 
第 2 章 PPARα アゴニストによる肝臓 TAG 代謝変動の解析 ·················································23 
 
第 1 節 肝臓における ATGL 発現と TAG 含量に対するフィブラートの影響の解析 ···············23 
第 2 節 肝臓中のフィブリン酸の微量定量法の開発 ························································36 
 
第 3 節 GK ラットの肝臓における ATGL 発現と TAG 含量に対する 
ベザフィブラートの効果の解析 ··································································45 
第 4 節 考察 ···········································································································49 
 
第 3 章 GK ラットの肝臓における脂肪酸プロファイルおよびその制御メカニズムの解析 ·········54 
 
第 1 節 GK ラットの肝臓脂肪酸プロファイルの解析 ······················································54 
第 2 節 GK ラットの肝臓脂肪酸プロファイルの制御メカニズムの解析 ······························69 
第 3 節 考察 ···········································································································73 
 
総括 ···························································································································79 
 
謝辞 ···························································································································82 
 
実験の部 ·····················································································································83 
 
引用文献 ··················································································································· 102 
i 
 
本論文で使用した略号を以下に示す。 
 
ACC：acetyl-CoA carboxylase 
ACLY：ATP-citrate lyase 
Acot：acyl-CoA thioesterase 
Acox：acyl-CoA oxidase 
ACSL：long-chain acyl-CoA synthetase 
apoCⅢ：apolipoprotein CⅢ 
ATGL：adipose triglyceride lipase 
BMI：body mass index 
BrMDMC：4-bromomethyl-6,7-dimethoxycoumarin 
C：cholesterol 
CE：cholesterol ester 
CGI：comparative gene identification 
ChREBP：carbohydrate response element-binding protein  
CPT：carnitine palmitoyltransferase 
DAG：diacylglycerol 
DGAT：acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 
EI-MS：electrospray ionization mass spectrometry 
Elovl：fatty acid elongase 
ER：endoplasmic reticulum 
FAB-MS：fast atom bombardment mass spectroscopy 
FABP：fatty acid binding protein 
FABPpm：plasma membrane-associated fatty acid binding protein 
Fads：fatty acid desaturase 
FAS：fatty acid synthase  
ii 
 
FAT/CD36：fatty acid translocase 
FATP：fatty acid transport protein 
FFA：free fatty acid 
G6Pase：glucose-6-phosphatase 
GK：glucokinase 
GK：Goto－Kakizaki  
GLUT：glucose transporter type  
GPAT：glycerol-3-phosphate acyltransferase 
H&E：hematoxylin and eosin 
HPLC：high performance liquid chromatography 
HTGL：hepatic triglyceride lipase 
IRS：insulin receptor substrate 
LCAD：long-chain acyl-CoA dehydrogenase 
LPK：L-type pyruvate kinase 
LPL：lipoprotein lipase 
LXR：liver X receptor  
MCAD：medium-chain acyl-CoA dehydrogenase 
ME：malic enzyme  
MTP：microsomal triglyceride transfer protein 
MUFA：monounsaturated fatty acid 
NADH：nicotinamide adenine dinucleotide reduced 
NADPH：nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced 
NEFA：nonesterified fatty acid 
NRF：nuclear respiratory factor  
ORO：oil red O 
PC：phosphatidylcholine 
PCE：palmitoyl-CoA chain elongase 
iii 
 
PEPCK：phosphoenolpyruvate carboxykinase 
PGC：peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 
PI：phosphatidylinositol 
PI3K：phosphoinositide 3-kinase 
PL：phospholipid 
POCE：palmitoleoyl-CoA chain elongase 
PPAR：peroxisome proliferator-activated receptor 
PPRE：PPAR response element 
PUFA：polyunsaturated fatty acid  
SCD：stearoyl-CoA desaturase 
SFA：saturated fatty acid 
SHR：spontaneously hypertensive 
SHR/ND+：SHR/NDmcr-cp（+/+） 
SHR/NDcp：SHR/NDmcr-cp（cp/cp） 
SREBP：sterol regulatory element-binding protein 
STZ：streptozotocin 
TAG：triacylglycerol 
TLC：thin-layer chromatography 
UV：ultraviolet 
VLCAD：very long-chain acyl-CoA dehydrogenase 
VLDL：very low-density lipoprotein  
WI：Wistar  
ZF：obese Zucker（fa/fa） 
ZL：lean Zucker（?/+） 
 
 
 
iv 
 
炭素数の異なる脂肪酸は、以下のように示した。16:0 等のコロン前の数字は脂肪酸の炭素数を表し、コ
ロン後の数字は不飽和結合数を表す。 
16:0、   palmitic acid（パルミチン酸） 
16:1n-7、palmitoleic acid（パルミトオレイン酸） 
18:0、   stearic acid（ステアリン酸） 
18:1n-9、oleic acid（オレイン酸） 
18:1n-7、cis-vaccenic acid （シスバクセン酸） 
18:2n-6、linoleic acid（リノール酸） 
18:3n-3、α-linolenic acid（α-リノレン酸） 
18:3n-6、γ-linolenic acid（γ-リノレン酸） 
20:3n-9、5, 8, 11-eicosatrienoic acid（5, 8, 11-エイコサトリエン酸） 
20:3n-6、8, 11, 14-eicosatrienoic acid（8, 11, 14-エイコサトリエン酸） 
20:4n-6、arachidonic acid（アラキドン酸） 
20:5n-3、eicosapentaenoic acid（エイコサペンタエン酸） 
22:5n-3、docosapentaenoic acid（ドコサペンタエン酸） 
22:6n-3、docosahexaenoic acid（ドコサヘキサエン酸） 
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総論の部 
緒 言 
 
 近年、これまで欧米諸国でみられた肥満、糖尿病といった生活習慣病の増加が全世界に広がり、その
傾向はますます強まる危険性が指摘されている。 
世界の肥満人口は飢餓人口を上回り、世界的な公衆衛生問題へと発展している。2008 年の世界保健機
構（World Health Organization、WHO）の統計によれば、世界の成人の 14 億人が body mass index（BMI）
が 25 以上を示す肥満、5 億人が BMI が 30 以上を示す高度肥満であり、世界成人人口の 35％、つまり 3
人に 1 人以上が肥満となっている。肥満は糖尿病、高血圧症、心疾患、あるいはある種の癌発症の大き
なリスクファクターとなり、少なくとも 1 年に 280 万人が肥満に起因して死亡している。 
2013 年 9 月、中国の糖尿病人口が 1 億 3980 万人にまで増加したことが Xu らによって米医学誌「米
国医師会雑誌」に発表された［97］。有病率は 11.6％で世界全体の 8.3％を大きく上回っていること、ま
た、成人の 2 人に 1 人が糖尿病予備群で、推定数は 4 億 9340 万人に上ることが明らかとなった。中国
国民の糖尿病をめぐる現状が警戒水準に達し、国を挙げての予防対策なしには、将来的に糖尿病関連の
合併症が蔓延する可能性が高いと示唆されている。 
日本の現状については、厚生労働省の「平成 23 年国民健康・栄養調査報告」によると、肥満者の割
合は男性 30.3%、女性 21.5%と報告されている。また、肥満人口は男性 1300 万人および女性 1000 万
人と推計されている。先進諸国（OECD 加盟国）の中で比較すると日本の肥満人口の割合は最も低く、
BMI が 30 以上の頻度は欧米の約 10 分の 1 にとどまる（OECD Health Date 2012）。ところが、BMI が低
いにもかかわらず、日本人の 2 型糖尿病の発症率は欧米と同等である。肥満度が高くなれば、生活習慣
病の発症率が高くなることは間違いのない事実であるが、BMI と疾病の発症は必ずしも一致しない。こ
れは、肥満症の発症には脂肪が蓄積する部分が大きく関与し、皮下脂肪蓄積型肥満よりも内臓脂肪蓄積
型肥満の方が危険度が高いためだと考えられている。したがって、内臓脂肪蓄積型肥満傾向にある日本
人は注意が必要である。「平成 23 年国民健康・栄養調査報告」によると、糖尿病が強く疑われる人と糖
尿病の可能性を否定できない「予備群」を合わせると、20 歳以上の国民の 27.1%にのぼると推計され、
4 人に 1 人以上が糖尿病かその予備群である。日本人の糖尿病患者の 90％以上を 2 型糖尿病が占めてお
り、これはわが国の糖尿病の特徴である。欧米人では肥満が頻繁にみられ、インスリン分泌能は高いが、
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末梢組織でのインスリン抵抗性が強い。一方、日本人は欧米人に比べるとインスリン分泌能が低いため、
高度な肥満がなくても耐糖能異常を生じ、非肥満者でも内臓脂肪の蓄積があるとインスリン抵抗性を来
たし、軽度の糖尿病を発症する可能性がある。このように、欧米人と日本人では 2 型糖尿病のタイプが
異なっており、このことは 2 型糖尿病の予防および治療法も欧米人と日本人で異なる可能性があること
を意味している。2 型糖尿病は、遺伝因子および環境因子が相互に作用しあって発症する多因子疾患で
ある。遺伝因子については、単一遺伝子の異常の割合は少なく、多数の原因遺伝子の組み合わせによる
ものの割合が圧倒的に大きい。遺伝的素因に食事、運動、ストレス、肥満といった環境因子が加わるこ
とによって発症するため、2 型糖尿病の成因は複雑であり、インスリン分泌不全とインスリン抵抗性と
が様々な割合で絡み合っている。 
最近、メタボリックシンドロームが生活習慣病の一次予防の観点から重要視されることにともない、
脂肪肝への関心が非常に高まっている。肥満、メタボリックシンドロームが脂肪肝の発症および進展に
重要な役割を果たし、また脂肪肝そのものがメタボリックシンドロームの肝臓での表現型として注目さ
れている［103］。肥満と同様、脂肪肝は先進国だけではなく発展途上国でもみられ、全世界人口の 10
～20％に広がっており、世界的な公衆衛生問題として認識されつつある（Nonalcoholic Fatty Liver Disease 
and Nonalcoholic Steatohepatitis. World Gastroenterology Organisation Global Guidelines. June 2012.）。日本に
おいても、食生活の欧米化や運動不足にともなう肥満の増加とともに、脂肪肝の保有者が増加している。
脂肪肝は健診受診者の中でも 20～30％に認められ、BMI が 25 以上 30 未満の肥満では 34.6％、BMI が
30 以上の高度肥満においては 70％にもおよぶ［103］。このように肥満が脂肪肝の重要な関連因子であ
ることは周知のことであるが、近年、BMI 値には変化がないのに脂肪肝が増加していること、また、BMI
正常値群でも著しい増加がみられていることから、非肥満においても脂肪肝の存在が注目されている
［105］。また、最近、驚くべきことにこの脂肪肝が子供にも広がっており、米国の小児の 10 人に 1 人、
700 万人程度が脂肪肝を罹っていると推定されるという調査結果が示された。脂肪肝疾患は、肥満の小
児の約 40％が罹っているが標準体重の小児の間でも広がっており、肥満の比率が頭打ちになりはじめて
いるにもかかわらず脂肪肝は広がり続けている。このことから、脂肪肝の増加には過食や運動不足など
による肥満の増加だけでは説明しきれない問題の存在が示唆されている。非肥満者における脂肪肝は肝
機能、血清脂質、糖代謝などの生活習慣病関連因子と関係しているという調査結果や、肝内脂肪は BMI
や体脂肪からは独立して肝臓、骨格筋および脂肪組織におけるインスリン抵抗性およびメタボリックシ
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ンドロームの発症に関与するという報告［104］からも、肝臓トリアシルグリセロール（triacylglycerol、
TAG）蓄積は、インスリン抵抗性の亢進やメタボリックシンドロームの発症および進行と深く関連して
いることが考えられる。そのため、肝臓 TAG 蓄積メカニズムの解明は非常に重要な研究課題である。 
昨今、めざましい発達をとげている発生工学技術によって糖代謝やインスリン抵抗性にかかわる遺伝
子改変動物が開発されているが、単一遺伝子のノックアウトによる糖尿病は予想よりは軽症であり、や
はり多遺伝子の関与が重要であることが考えられる。つまり、単一ではなく多数の原因遺伝子が作用し
あって発症する例が圧倒的に多いヒトの 2 型糖尿病の発症を、既知の単一の遺伝子の作用だけで説明す
ることは難しい。また、食餌誘発性モデルは、非常に人工的で不自然な操作となり、結果をヒトに当て
はめることは妥当とはいえない。一方、多遺伝子支配型の自然発症モデル動物は、ヒトの 2 型糖尿病の
病態に類似した症状を示すことから、糖尿病の予防法や治療法を確立する上でも極めて有用である。日
本ではこれまで、2 型糖尿病の優れた自然発症モデルマウスおよびラットが数多く作出されてきており、
それらの多くのモデル動物は肥満を呈し、インスリン抵抗性を示すことがわかっている。 
Goto-Kakizaki（GK）ラットは 1975 年に Goto と Kakizaki らにより、日本クレア社の Wistar（WI）ラ
ットを起源として、経口ブトウ糖負荷試験で耐糖能が低下している個体を選抜し交配するという操作を
第 8 世代まで繰り返し行い、第 9 世代からは兄妹交配を行うことで得られた、自然発症型の 2 型糖尿病
モデルラットである［27, 28］。多因子遺伝により糖尿病を発症しているが［23, 58］、継代しても安定し
て、軽度の高血糖を示す。GK ラットでは胎生期から膵臓 β 細胞の形成不全が認められ、膵臓でのイン
スリン含量や β 細胞数は低値を示している［66］。膵臓でのグルコースに対する β 細胞の感受性は著し
く低下しており、グルコースに対するインスリン分泌反応は低下している。このように、GK ラットで
はインスリン分泌が低下している一方で、飽食時の血中インスリン値はむしろ高値を示しており、イン
スリン抵抗性を示す［7, 8］。血中インスリンが高値でありながら、糖新生が亢進しており、糖輸送の低
下などの報告がなされている［42, 69］。また、GK ラットの大きな特徴の一つは、対照群である WI ラ
ットと比較して肥満でもやせでもない、非肥満を呈している点であり、レプチンレセプターに異常は認
められない。肥満と糖尿病は密接に関連していると考えられており、これまでも肥満を呈する自然発症
モデル動物での解析が多く行われてきた。しかしながら、上述したように、糖尿病は BMI が比較的低値
を示すアジアでの広がりが強く、そのため、非肥満である GK ラットの病態モデルとしての有用性には
大きな期待が寄せられる。 
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肝臓は、糖代謝だけでなく脂質代謝においても、非常に重要な役割を果たす臓器である。肝臓は脂質
の取り込み、合成、貯蔵、分解および分泌を行い、全身の脂肪酸および TAG 代謝の中心的な働きを担
う。そのため、肥満や糖尿病の病態においては、肝臓でのインスリン感受性の低下や糖代謝異常だけで
なく、高い確率で脂肪肝などの脂質代謝異常をともなう。糖代謝異常と脂質代謝異常は相互に影響し合
い、密接な関係があるが、その病態としては共通の部分と共通していない部分があり、まだ十分には両
者の関係は解明されていない。これまで、GK ラットの肝臓における脂質代謝に関しては、非肥満とい
う表現型であるが故に、詳細な検討はなされてこなかった。しかしながら、GK ラットを病態モデルと
して利用するためには、肝臓における脂肪酸および TAG 代謝に関わる基本的な情報が必要不可欠であ
る。そこで本研究では、GK ラットの肝臓における脂肪酸および TAG 代謝の変動とそのメカニズムにつ
いて解析し、非肥満 2 型糖尿病の病態モデルとして使用する際に必要となる脂質代謝の特徴を示すこと
を目的とした。
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第 1 章 GK ラットの肝臓における脂肪酸および TAG 代謝の解析 
  
レプチンレセプターに異常があり肥満を呈する 2 型糖尿病モデル動物である db/db マウスや、
spontaneously hypertention（SHR）/NDmcr-cp（cp/cp）（SHR/NDcp）ラットでは、肝臓に TAG が蓄積して
いる［24, 47］。また、肥満かつ耐糖能異常モデル動物である obese Zucker（fa/fa）（ZF）ラットの肝臓の
TAG 含量を減少させると、グルコース耐性が改善することが明らかとされている［36］。これらの事実
は、肝臓における脂肪酸や TAG 代謝が糖尿病の病態と深く関係していることを示唆している。そこで、
本章では、2 型糖尿病であるが非肥満を呈している GK ラットの、肝臓における脂肪酸および TAG 代謝
に変動が生じているか否かを明らかにすることを目的とした。 
 
第 1 節 GK ラットの基礎的情報 
  
GK ラット、ZFラットおよびそれぞれの対照群の体重および各種組織の相対重量を Table 1-1 に示し
た。GK ラットの体重は対照群（Wistar（WI）ラット）に比べ約 14％小さかった。GK ラットの肝臓、
精巣周囲脂肪組織および腸間膜脂肪組織の相対重量については、WI ラットとの間に大きな差異は認め
られなかったが、肩甲骨間褐色脂肪組織の相対重量が WI ラットの 2.0 倍であった。一方、ZFラットに
ついては、体重は非肥満対照群（lean Zucker（?/+）（ZL）ラット）の 1.6 倍であった。ZFラットの肝臓
の相対重量は ZL ラットの 1.24 倍であり、白色および褐色脂肪組織の相対重量はいずれも 2 倍以上と有
意に高かった。 
GK ラットおよび ZFラットの血清生化学パラメータとして非絶食下における血糖、インスリン、TAG、
総コレステロール、非エステル型脂肪酸（nonesterified fatty acid、NEFA）を測定した（Table 1-2）。GK
ラットにおける血糖値およびインスリン値は、WI ラットと比較して、それぞれ 1.92 倍および 1.75 倍で
あった。総コレステロール値および NEFA 値は両者とも WI ラットの 1.66 倍と有意に高いが、TAG 値は
41％低かった。一方、ZF ラットについては、血糖値に上昇は認められなかったが、インスリン値は ZL
ラットと比較して 18.7倍と有意な高値を示した。ZF ラットの TAG 値、総コレステロール値および NEFA
値は、ZL ラットに比べて、それぞれ 6.14 倍、1.83 倍および 2.0 倍と有意に高かった。 
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第 2 節 肝臓の脂質組成 
 
肝臓の TAG、ジアシルグリセロール（diacylglycerol、DAG）、リン脂質（phospholipid、PL）、コレス
テロールエステル（cholesterol ester、CE）および遊離脂肪酸（free fatty acid、FFA）の臓器重量あたりの
含量について調べた（Table 1-3）。GK ラットの TAG および DAG 含量は、WI ラットに比べて、それぞ
れ 1.48 倍および 1.32 倍有意に高く、PL 含量は WI ラットの 91％であった。一方、ZFラットは、ZL ラ
ットに比べて、TAG および DAG 含量はそれぞれ 5.72 倍および 1.73 倍と顕著に高かったが、PL 含量に
は差はなかった。CE と FFA については、GK ラットと WI ラットとの間に差異が認められなかった。ZF
ラットでは、ZL ラットに比べて、CE は 1.64 倍、FFA は 1.39 倍高かった。 
 
第 3 節 肝臓の病理組織像 
 
 GK ラット、ZFラットおよびそれぞれの対照群の肝臓の切片について、hematoxylin and eosin（H&E）
染色および Oil red O（ORO）染色を行い、その病理組織像を Fig. 1-1 に示した。WI ラットでは星細胞（伊
東細胞）等の肝臓の類洞の細胞を除いては、肝細胞の空胞変性や脂肪沈着は認められなかった（Fig. 1-1 
A, B）。GK ラットでは肝細胞への脂肪沈着が小葉周辺性に顕著に認められた（Fig. 1-1 C, D）。一方、ZF
ラットでは、びまん性に小滴性の脂肪沈着が肝細胞に認められた（Fig. 1-1 G, H）。ZL ラットでは、脂肪
変性の所見は認められなかった（Fig. 1-1 E, F）。 
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Table 1-1  Body weight and relative organ weights of WI, GK, ZL and ZF rats 
 
 
Values represent means ± SD (n = 6). 
*, **, ***
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01; 
***
p < 
0.001). 
###
 Significantly different from ZL rats (
###
p < 0.001). In the absence of a superscript, the differences in 
the means are not significant (p > 0.05). 
 
 
 
Table 1-2  Serum biochemical parameters of WI, GK, ZL and ZF rats 
 
 
Values represent means ± SD (n = 4–8).
 *, **, ***
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01; 
***
p 
< 0.001).
 #, ##, ###
 Significantly different from ZL rats (
#
p < 0.05; 
##
p < 0.01; 
###
p < 0.001). In the absence of a 
superscript, the difference in the means is not significant (p > 0.05). 
 
 
 
Table 1-3  The contents of lipids in the liver of WI, GK, ZL and ZF rats 
 
 
Values represent means ± SD (n = 4–8).
 *, ***
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
***
p < 0.001).
 ##, ###
 
Significantly different from ZL rats (
##
p < 0.01; 
###
p < 0.001). In the absence of a superscript, the differences in 
the means are not significant (p > 0.05). 
 
 
 
 
 
 WI GK ZL ZF 
Body weight ( g ) 310.9 ± 2.8 266.4 ± 19.0
**
 281.4 ± 8.1 452.0 ± 41.6
###
 
     
 ( % of body weight ) 
Liver 4.21 ± 0.23 4.43 ± 0.11 3.80 ± 0.07 4.72 ± 0.30
###
 
Epididymal fat  0.99 ± 0.11 0.95 ± 0.06 0.86 ± 0.10 2.72 ± 0.30
###
 
Mesenteric fat 0.67 ± 0.04 0.75 ± 0.05
*
 0.62 ± 0.07 1.58 ± 0.10
###
 
Brown adipose tissue 0.10 ± 0.01 0.20 ± 0.02
***
 0.15 ± 0.01 0.36 ± 0.03
###
 
 WI GK ZL ZF 
Glucose ( mg / dL ) 179.9 ± 21.4 344.7 ± 42.5
***
 192.1 ± 13.3 219.7 ± 37.9 
Insulin ( ng / mL ) 2.4 ± 1.0 4.2 ± 0.9
**
 2.6 ± 0.7 48.6 ± 23.9
##
 
TAG ( mg / dL ) 172.0 ± 54.5 101.1 ± 31.7
*
 128.6 ± 34.1 789.2 ± 121.0
###
 
Total cholesterol  
( mg / dL ) 
63.3 ± 3.4 105.2 ± 5.0
***
 63.8 ± 3.9 116.9 ± 13.3
###
 
NEFA ( mEq / L ) 0.3 ± 0.0 0.5 ± 0.1
***
 0.3 ± 0.1 0.6 ± 0.1
#
 
 WI GK ZL ZF 
 (μmol/g liver) 
TAG 27.48 ± 3.20 40.59 ± 5.60
***
 18.02 ± 3.08 103.14 ± 31.81
##
 
DAG 0.83 ± 0.08 1.09 ± 0.17
*
 0.71 ± 0.12 1.22 ± 0.23
###
 
PL 54.58 ± 2.08 49.41 ± 1.20
***
 63.02 ± 3.00 60.58 ± 2.20 
CE 1.42 ± 0.37 1.18 ± 0.19 1.63 ± 0.30 2.68 ± 0.71
##
 
FFA 2.52 ± 0.57 3.37 ± 0.37 0.92 ± 0.18 1.28 ± 0.12
##
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Fig. 1-1  Representative H&E and ORO staining in liver of WI (A, B), GK (C, D), ZL (E, F) and ZF rats (G, H). 
Peripheral accumulation of ORO-positive vacuolation in sections (C) and (D) was observed. Sections (G) and (H) 
show diffuse lipid accumulation. Scale bars indicate 20 and 200 μm in H&E- and ORO-stained sections, 
respectively. Insets show a higher magnification of the respective figure (B, D, F, H).  
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第 4 節 脂肪酸および TAG 代謝関連遺伝子の発現 
 
本章第 2 節および第 3 節の結果より、GK ラットは非肥満であるにもかかわらず、肝臓に TAG が蓄積
していることが明らかとなり、脂肪酸および TAG 代謝が変異していると考えられた。そこで、GK ラッ
トの肝臓における脂肪酸および TAG 代謝変動の鍵となる酵素、タンパク質を見出す目的で、これらの
遺伝子の発現について、肥満モデルである ZFラットと比較して調べた（Table 1-4）。 
 
1）脂肪酸および TAG の合成  
 
ZF ラットは、ZL ラットに比べて、脂肪酸の de novo 合成に関与する fatty acid synthase （FAS）、
acetyl-CoA carboxylase 1（ACC1）、ATP-citrate lyase（ACLY）および malic enzyme 1（ME1）、グリセロ脂
質合成に関与する glycerol-3-phosphate acyltransferase 1（GPAT1）および diacylglycerol acyltransferase 2 
（DGAT2）の発現が有意に高かった。GPAT4 と DGAT1 の mRNA レベルについては、ZL ラットとの間
に差異は認められなかった。一方、GK ラットについては、WI ラットと比較して、ME1 の発現のみが
有意に高くなり、GPAT1 の発現は有意に低かった。それ以外の遺伝子の発現については、GK ラットと
WI ラットの間に差異はなかった。 
 
2）脂肪酸の輸送、運搬および活性化 
 
脂肪酸の輸送、運搬および活性化に関するタンパク質については、ZF ラットの fatty acid translocase
（FAT/CD36）および long-chain acyl-CoA synthetase 5（ACSL5）の mRNA レベルが ZL ラットに比べて有
意に高かったが、fatty acid transport protein 2（FATP2）、FATP4、FATP5、plasma membrane-associated fatty 
acid binding protein（FABPpm）、FABP1、ACSL1 および ACSL3 の発現については ZFラットと ZL ラッ
トの間で差異は認められなかった。一方、GK ラットでは、FAT/CD36 および FATP5 の発現が WI ラット
に比較して減少していた。FATP4 の発現については、WI ラットに比べて GK ラットで高い傾向を示し
た。それ以外の遺伝子の発現は、GK ラットと WI ラットの間に差異はなかった。 
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3）TAG および脂肪酸の分解 
 
TAG を加水分解する adipose triglyceride lipase（ATGL）、脂肪酸のミトコンドリアへの移行を担い、β
酸化の律速酵素となる carnitine palmitoyltransferase 1a（CPT1a）、ミトコンドリアの数や呼吸機能の調節
を行うと考えられている peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α（PGC1α）の発現は、
GK ラットでは WI ラットに比べて有意に高かったのに対し、ZF ラットでは ZL ラットに比べ低くなっ
た。ATGL の活性化因子とされている comparative gene identification-58（CGI-58）の発現は WI ラットに
比べて GK ラットで低下していたが、ZFラットと ZL ラットでは差異はなかった。ミトコンドリア β 酸
化に関与する medium-chain acyl-CoA dehydrogenase（MCAD）、very long-chain acyl-CoA dehydrogenase
（VLCAD）、ペルオキシソームの β 酸化に関与する acyl-CoA oxidase 1（Acox1）の発現は GK ラット、
ZF ラットともにそれぞれの対照群との間に差異が認められなかった。Long-chain acyl-CoA dehydrogenase
（LCAD）の発現は GK ラットと WI ラットでは差異がなかったが、ZFラットでは ZL ラットに比べて、
有意に高かった。 
 
4）リポタンパク質代謝 
 
Lipoprotein lipase（LPL）と hepatic triglyceride lipase（HTGL）の活性を阻害する apolipoprotein CⅢ（apoC
Ⅲ）の発現は、GK ラットでは対照群に比べて有意に低下していたが、ZFラットでは ZL ラットに比べ
て上昇していた。肝細胞内で very low-density lipoprotein（VLDL）の会合や分泌を促進する microsomal 
triglyceride transfer protein（MTP）の発現については、GK ラット、ZFラットともにそれぞれの対照群と
の間に差異が認められなかった。 
 
5）糖代謝 
 
L-type pyruvate kinase（LPK）と glucokinase（GK）の発現は ZL ラットに比べて ZFラットで有意に高か
ったが、両遺伝子の発現には GK ラットと WI ラットでは差異はなかった。Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase（PEPCK）と glucose-6-phosphatase（G6Pase）の発現については、GK ラットは WI ラット
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Table 1-4  Gene expressions in the liver 
 
 
Values represent means ± SD (n = 4–8).
 *, **, ***
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01; 
***
p < 
0.001).
 #, ##, ###
 Significantly different from ZL rats (
#
p < 0.05; 
##
p < 0.01; 
###
p < 0.001). In the absence of a 
superscript, the differences in the means are not significant (p > 0.05).  
Gene WI GK ZL ZF 
Lipogenesis     
 FAS 1.0 ± 0.36 0.72 ± 0.24
 
1.00 ± 0.42 8.96 ± 2.30
###
 
 ACC1 1.0 ± 0.23 0.94 ± 0.10
 
1.00 ± 0.25 4.34 ± 0.85
 ###
 
 ACLY 1.0 ± 0.28 1.36 ± 0.30
 
1.00 ± 0.20 3.02 ± 0.61
###
 
 ME1 1.0 ± 0.28 1.98 ± 0.55
** 
1.00 ± 0.36 4.07 ± 0.80
###
 
GPAT1 1.0 ± 0.14 0.73 ± 0.09
** 
1.00 ± 0.14 3.31 ± 0.29
###
 
GPAT4 1.0 ± 0.20 0.87 ± 0.09
 
1.00 ± 0.21 0.95 ± 0.24 
 DGAT1 1.0 ± 0.22 1.08 ± 0.30
 
1.00 ± 0.34 1.61 ± 0.59 
DGAT2 1.0 ± 0.24 0.84 ± 0.11
 
1.00 ± 0.05 1.78 ± 0.35
##
 
     
Fatty acid trafficking     
 FAT/CD36 1.0 ± 0.40 0.57 ± 0.16
* 
1.00 ± 0.22 1.90 ± 0.72
#
 
 FATP2 1.0 ± 0.19 0.99 ± 0.15
 
1.00 ± 0.08 0.94 ± 0.19 
 FATP4 1.0 ± 0.18 1.27 ± 0.32
 
1.00 ± 0.29 1.07 ± 0.34 
 FATP5 1.0 ± 0.17 0.78 ± 0.04
* 
1.00 ± 0.18 1.04 ± 0.39 
FABPpm 1.0 ± 0.021 1.02 ± 0.14
 
1.00 ± 0.18 0.93 ± 0.36 
 FABP1 1.0 ± 0.21 0.97 ± 0.19
 
1.00 ± 0.18 0.75 ± 0.22 
ACSL1 1.0 ± 0.14 0.96 ± 0.07
 
1.00 ± 0.16 0.91 ± 0.12 
 ACSL3 1.0 ± 0.19 0.89 ± 0.16
 
1.00 ± 0.26 0.95 ± 0.45 
ACSL5 1.0 ± 0.26 0.73 ± 0.26
 
1.00 ± 0.32 1.74 ± 0.30
##
 
Acot1 1.0 ± 0.22 1.46 ± 0.31
* 
1.00 ± 0.05 0.99 ± 0.06 
     
Lipid degradation     
ATGL 1.0 ± 0.26 1.86 ± 0.70
* 
1.00 ± 0.35 0.63 ± 0.13
#
 
 CGI-58 1.0 ± 0.06 0.66 ± 0.17
** 
1.00 ± 0.11 0.86 ± 0.29 
 CPT1a 1.0 ± 0.41 1.58 ± 0.34
* 
1.00 ± 0.51 0.53 ± 0.29 
 MCAD 1.0 ± 0.14 1.06 ± 0.09
 
1.00 ± 0.12 0.94 ± 0.16 
 LCAD 1.0 ± 0.22 1.02 ± 0.12
 
1.00 ± 0.07 1.30 ± 0.08
###
 
 VLCAD 1.0 ± 0.20 1.06 ± 0.18
 
1.00 ± 0.10 1.08 ± 0.12 
 PGC1α 1.0 ± 0.29 2.39 ± 0.43*** 1.00 ± 0.31 0.42 ± 0.21## 
 Acox1 
 
1.0 ± 0.23 1.10 ± 0.11
 
1.00 ± 0.22 1.01 ± 0.12 
Lipoprotein metabolism 
   
 
apoCⅢ 1.0 ± 0.17 0.76 ± 0.11
*
 1.00 ± 0.15 1.37 ± 0.15
##
 
 MTP 1.0 ± 0.09 0.92 ± 0.11 1.00 ± 0.34 1.23 ± 0.16 
 
Glucose metabolism 
    
LPK 1.0 ± 0.18 1.19 ± 0.20 1.00 ± 0.28 3.52 ± 0.41
###
 
 PEPCK 1.0 ± 0.27 1.39 ± 0.12
**
 1.00 ± 0.11 0.54 ± 0.12
###
 
G6Pase 1.0 ± 0.59 1.74 ± 0.30
*
 1.00 ± 0.47 0.78 ± 0.26 
GK 1.0 ± 0.26 0.77 ± 0.27 1.00 ± 0.28 1.82 ± 0.66
#
 
 GLUT2 1.0 ± 0.19 1.18 ± 0.10 1.00 ± 0.34 1.23 ± 0.05 
     
Nuclear transcription factors 
   
 
 SREBP-1c 1.0 ± 0.35 0.57 ± 0.32 1.00 ± 0.54 2.53 ± 0.55
###
 
 ChREBP 1.0 ± 0.21 0.86 ± 0.15 1.00 ± 0.21 1.06 ± 0.24 
 PPARα 1.0 ± 0.37 1.79 ± 0.45*** 1.00 ± 0.31 0.74 ± 0.24 
 LXRα 1.0 ± 0.19 1.15 ± 0.16 1.00 ± 0.17 0.93 ± 0.19 
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に比べて有意に高かったが、ZF ラットでは ZL ラットに比べて低かった。Glucose transporter type 2
（GLUT2）の発現は、GK ラットおよび ZFラットともに対照群との間に差異は認められなかった。 
 
第 5 節 肝スライスにおける細胞外脂肪酸の TAG への取り込み活性 
 
肝臓外から、肝臓の各脂質への脂肪酸取り込み能を測定するために、単離したラットの肝臓からスラ
イスを調製し、ex vivo において［1-14C］オレイン酸（18:1n-9）の脂質への取り込みを測定した。その結
果、GK ラットの TAG への［1-14C］18:1n-9 の取り込みには、WI ラットとの間で有意な差はみられなか
った。また、DAG、CE および PL への取り込みは、WI ラットに比べて、GK ラットで有意に低かった
（Fig. 1-2）。この実験法では、［1-14C］18:1n-9 が培養液から肝スライスの肝実質細胞に取り込まれ、細
胞内の遊離 18:1n-9 のプールと混合されたのちに、TAG 合成の基質として使われるので、TAG に取り込
まれた 18:1n-9 の絶対量を求めることは不可能である。肝臓中の遊離 18:1n-9 の濃度を定量したところ、
GK ラットでは 497 ± 100 nmol/g liver、WI ラットでは 303 ± 70 nmol/g liver となり、GK ラットの方が 1.64
倍有意に高かった（Fig. 1-3）。細胞内の遊離 18:1n-9 のプールが一つだと仮定すると、GK ラットでは取
り込まれた［1-14C］18:1n-9 放射活性が、細胞内の遊離 18:1n-9 によって、WI ラットの約 1/1.64 倍に希
釈されることになる。これを考慮するために、GK ラットの TAG への［1-14C］18:1n-9 取り込み能の測
定値に 1.64 を乗じると、GK ラットの TAG へ取り込まれる細胞外 18:1n-9 は、WI ラットに比べて 1.38
倍多くなると推定された。 
 
第 6 節 In vivo における細胞内の de novo TAG 合成速度 
 
肝臓の脂肪酸量の増加をもたらす因子の一つと考えられる脂肪酸de novo合成速度を in vivoで調べた。
ラットの腹腔内に［1-14C］酢酸を投与し、5 分間で肝臓中の脂質の脂肪酸に取り込まれた放射活性を測
定することにより、de novo 脂肪酸合成速度を算出した。まず、肝臓に取り込まれた［1-14C］酢酸から
合成された総脂肪酸について調べたところ、GKラットではWIラットと比較して1.6倍高かった（Fig. 1-4 
A）。各脂質クラスへの取り込みについてみると、TAG については GK ラットが WI ラットに比べて 2.41
倍高かったが、DAG、CE、FFA、PL およびコレステロール（cholesterol、C）では GK ラットと WI ラ
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ットの間で有意な差はみられなかった（Fig. 1-4 B）。また、［1-14C］酢酸が各脂質へ取り込まれた割合を
調べたところ、WI ラットに比べて、GK ラットでは TAG で 1.72 倍高く、PL および C ではそれぞれ 12％
および 74％、有意に低いことが判明した（Fig. 1-4 C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-2  Incorporation ex vivo of [1-
14
C]18:1n-9 into lipids in liver slices. Liver slices were incubated with 0.25 
mM [1-
14
C]18:1n-9 for 15 min at 37 
o
C. The lipids were extracted from liver slices and separated by TLC. Values 
represent means ± SD (n = 4). 
*, **
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01). In the absence of a 
superscript, the difference in the means is not significant (p > 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-3  The concentrations of 18:1n-9 in the liver of WI and GK rats. Values represent means ± SD (n = 6). 
*
 
Significantly different from WI rats (p < 0.05).  
 
 
* 
** 
* 
* 
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Fig. 1-4  Fatty acid synthesis de novo from [1-
14
C] acetate in the liver. Rats were injected intraperitoneally with 
[1-
14
C] acetate. After 5 minutes, liver was removed rapidly and frozen in liquid nitrogen. The lipids extracted from 
the liver were separated by TLC and the radioactivity was determined. A, [1-
14
C] Acetate incorporated into the 
total FA (fatty acid) and unsaponi (unsaponifiable matter); B, [1-
14
C] acetate incorporated into TAG, DAG, CE, 
FFA, PL and C (cholesterol); C, distribution of [1-
14
C] acetate (% of total). Values represent means ± SD (n = 6). 
*, 
**, ***
 Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01; 
***
p < 0.001). In the absence of a superscript, the 
differences in the means are not significant (p > 0.05). 
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第 7 節 肝スライスにおける脂肪酸 β 酸化能 
 
肝臓における遺伝子発現の結果から、GK ラットでは、脂肪酸のミトコンドリアへの取り込みと代謝
が亢進していることが考えられた。そこで、実際に脂肪酸の β 酸化が亢進しているか否かを調べるため
に、単離した肝臓からスライスを調製し、ex vivo においてパルミチン酸（16:0）の分解活性を評価した。
具体的には肝スライスを［1-14C］16:0 存在下でインキュベートし、14CO2および
14
C 標識酸可溶性代謝
物の生成量を調べ、両者の和を総酸化生成物とした。GK ラットは WI ラットに比べて 14CO2 生成量は
2.2 倍、
14
C 標識酸可溶性代謝物は 2.5 倍、また、総酸化生成物で比較すると 2.5 倍高かった（Fig. 1-5）。
肝臓中の遊離 16:0 の濃度は GK ラットで 698 ± 305 nmol/g liver、WI ラットでは 788 ± 103 nmol/g liver で
あるので、内因性の 16:0 による［1-14C］16:0 の希釈の影響を考慮しても、GK ラットは WI ラットと比
べて［1-14C］16:0 の β 酸化が亢進していると考えられた。 
 
第 8 節 In vivo での肝臓からの VLDL 分泌速度 
 
 肝臓から末梢への脂質の供給は、肝臓で合成され分泌される VLDL を介して行われている。したがっ
て、肝臓の TAG 蓄積の要因として VLDL の肝臓からの分泌の低下が考えられる。そこで、GK ラットに
おける VLDL 分泌速度を WI ラットと比較した。肝臓から分泌された VLDL は血漿中で速やかに代謝さ
れ、VLDL 中の TAG は LPL により分解されるので、LPL 阻害剤であるトリトン WR1339 を尾静脈から
投与し、この活性を阻害した条件下での TAG の増加を測定することで VLDL 分泌速度の指標とした。
なお、キロミクロン由来の TAG の影響を抑えるために、12 時間絶食したラットを実験に用いた。Fig. 1-6
に示した通り、GK ラットと WI ラットの VLDL－TAG 分泌速度に有意な差はみられなかった。 
 
第 9 節  脂質代謝関連転写因子遺伝子の発現 
 
GK ラットの肝臓における peroxisome proliferator-activated receptor α（PPARα）の発現および PPARα に
よる発現調節を受けていると報告がある acyl-CoA thioesterase 1（Acot1）の発現は、WI ラットに比べて
有意に高かった（Table 1-4)。この両者には、ZFラットと ZL ラットでは差異は認められなかった。Sterol 
16 
 
0 
40 
80 
WI GK 
T
o
ta
l 
β
-o
x
id
a
ti
o
n
 p
ro
d
u
ct
s 
( 
n
m
o
l 
/ 
h
o
u
r 
/ 
g
 l
iv
er
 )
 
0 
40 
80 
WI GK 
0 
40 
80 
WI GK 
1
4
C
O
2
 p
ro
d
u
ct
io
n
  
( 
n
m
o
l 
/ 
h
o
u
r 
/ 
g
 l
iv
er
 )
 
regulatory element-binding protein-1c（SREBP-1c）の発現は、ZFラットでは ZL ラットに比べ有意に高か
ったが、GK ラットでは WI ラットに比べて低下傾向にあった。Liver X receptor α（LXRα）と carbohydrate 
response element-binding protein（ChREBP）の発現については、GK ラットおよび ZFラットのいずれに
ついても、対照群との間に差異は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-5  Oxidation ex vivo of [1-
14
C]16:0 in liver slices. Liver slices were incubated with 0.25 mM [1-
14
C]16:0 
for 60 min at 37℃. The 14CO2 produced was trapped with benzethonium hydroxide, and acid-soluble oxidation 
products were extracted. A, Total β-oxidation products; B, CO2; C, acid soluble oxidation products. Values 
represent means ± SD (n = 4).
 *, ** 
Significantly different from WI rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 0.01).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-6  Rate of TAG secretion. Rats that had been starved for 12 h were injected intravenously with 20% (w/v) 
Triton WR1339 at a dose of 300 mg/kg body weight. Values represent means ± SD (n = 6). The difference in the 
means is not statistically significant (p > 0.05). 
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第 10 節 小括、考察 
  
1）GK ラットの特徴 
 
ZFラットが典型的な肥満モデル動物であるのに対し、GK ラットは非肥満 2 型糖尿病モデル動物であ
る。実際、GK ラットでは、肝臓の重量比は対照群とほぼ同じであり、内臓脂肪の蓄積もみられなかっ
た（Table 1-1）。まず、糖代謝について考察すると、ZFラットは、血糖値は正常であるが高インスリン
血症であることから、インスリン抵抗性であると考えられる（Table 1-2）。一方、GK ラットの血清イン
スリンはごく軽度に上昇しているにすぎないが、血糖値はかなり上昇しており、糖尿病状態であると考
えられた（Table 1-2）。さらに、肝臓における糖代謝関連遺伝子の発現について調べたところ、GK ラッ
トの PEPCK および G6Pase は対照群より有意に高いことから、糖新生とグルコースの分泌が亢進して
おり、これらが高血糖の一因になっていると考えられる（Table 1-4、Fig. 1-9）。これらの結果は、GK ラ
ットの肝臓および末梢組織は、インスリン抵抗性の状態にあるという Bisbis らの報告［8］と一致する
ものである。一方、ZF ラットでは対照群に比べこれらの遺伝子発現は低下しており、代わりにグルコ
キナーゼおよび LPK の発現が高いことから、脂肪酸合成の前駆体の供給が亢進していると考えられた
（Table 1-4、Fig. 1-9）。次に脂質含量については、ZFラットの肝臓では、TAG、DAG、CE および FFA
のいずれも増加していた（Table 1-3）。一方、GK ラットでは、興味深いことに、非肥満であるにもかか
わらず肝臓において TAG が軽度ではあるが蓄積しており、小葉周辺（門脈周辺）に強く認められた（Table 
1-3、Fig. 1-1）。また、GK ラットの血清中の TAG 値は肝臓とは反対に、対照群に比べて有意に低下して
いた（Table 1-2）。血清中の TAG は、カイロミクロンが含有する食餌由来の TAG、肝臓で合成され VLDL
として分泌される TAG、これらの TAG が末梢組織の LPL や HTGL によって加水分解されることによる
減少のバランスで決定される。GK ラットでは、肝臓での apoCⅢの発現低下がみられたことから（Table 
1-4）、HTGL の活性化により血清 TAG の分解が亢進していることが考えられた。生成した脂肪酸は肝臓
に取り込まれ、TAG 蓄積に寄与しているかもしれない。このように、GK ラットでは、血清中の TAG
値は低下しているのに対し、肝臓には TAG を軽度に蓄積していた。そこで、GK ラットの肝臓において
脂質代謝が変化しているものと考え、検討を進めた。 
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2）GK ラットの肝臓における TAG 蓄積のメカニズム 
 
肝臓における脂質代謝の概要を Fig. 1-8 に示す。肝臓 TAG の蓄積は、①肝臓への FFA の流入の増加、
②脂肪酸の de novo 合成および TAG 合成の亢進、③TAG 分解および脂肪酸 β 酸化の低下、④VLDL 分泌
の低下が、一つあるいは複合的に起こり、TAG の供給と消失のバランスが崩れることによって引き起こ
される。そこで、GK ラットの肝臓 TAG 蓄積のメカニズムを解明するために、まず脂肪酸と TAG 代謝
に関与する酵素およびタンパク質をコードする遺伝子発現について調べ、ZF ラットと比較した（Table 
1-4）。ZFラットでは、de novo 脂肪酸合成系（FAS、ACC、ACLY、ME1）、TAG 合成系（GPAT1、DGAT2）、
脂肪酸の輸送、運搬および活性化（FAT/CD36、ACSL5）の遺伝子の発現は上昇しているが、TAG 分解
系（ATGL）、脂肪酸分解系（CPT1a、PGC1α）の遺伝子発現は低下していたことから、肝臓での TAG の
蓄積が亢進していると考えられる。GK ラットでは ME1 の発現は高いが、脂肪酸 de novo 合成の主要な
酵素である FAS や ACC、TAG 合成に関与する酵素の遺伝子の発現には変化がみられなかった。一方、
TAG および脂肪酸分解系酵素（ATGL、CPT1a、PGC1α）の遺伝子の発現は、予想に反して上昇してい
た。このように、mRNA レベルの変動からみると、GK ラットの肝臓で観察された TAG の蓄積は十分に
は説明できない。そこで、遺伝子の発現変動と生理学的変化の一致性を確認するために、遺伝子発現の
定量に加えて、細胞外脂肪酸の TAG への取り込み活性、細胞内での de novo TAG 合成速度、脂肪酸 β
酸化能および VLDL 分泌速度について ex vivo または in vivo で調べた。 
合成：肝臓外［1-14C］18:1n-9 の肝 TAG への取り込みは、GK ラットと対照群との間で差はみられな
かった（Fig. 1-2）。しかしながら、肝臓中の遊離 18:1n-9 濃度で補正すると、GK ラットの TAG への 18:1n-9
の取り込みは、対照群に比べて高くなる傾向が認められた。GK ラットでは、脂肪酸の取り込みに中心
的に働く FAT/CD36［25］は対照群よりも低下していたが（Table 1-4）、取り込みの基質となる血清中の
NEFA 値は対照群に比べ高いことから（Table 1-2）、肝 TAG への脂肪酸の取り込みが亢進している可能
性が高い。また、GK ラットでは［1-14C］酢酸の取り込みを指標とした肝臓での de novo 脂肪酸合成速
度が有意に上昇しており（Fig. 1-4 A）、TAG への［1-14C］酢酸の取り込みも顕著に増加していた（Fig. 1-4 
B, C）。GK ラットでみられた ME1 遺伝子の発現上昇は、de novo 脂肪酸合成で必要とされる nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate reduced（NADPH）を供給することにより、脂肪酸合成の亢進に寄与して
いる可能性も考えられる（Table 1-4）。また、後述するように、GK ラットの肝臓では β 酸化の亢進によ
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り、de novo 脂肪酸合成の基質となるアセチル-CoA の供給量は増加していることと推察される。以上の
ことから、GK ラットの肝臓では、血清由来の脂肪酸および細胞内で de novo 合成された脂肪酸からの
TAG 合成が亢進していると考えられた。 
分解：ミトコンドリアでの脂肪酸の β 酸化が不全になると、TAG が蓄積し脂肪肝を誘導することが報
告されている［89］。肝臓のスライスを用いて、ミトコンドリアでの β 酸化を放射標識された 16:0 を基
質に用いて測定したところ、GK ラットでは β 酸化が亢進していることが明らかとなった（Fig. 1-5）。ま
た、GK ラットでは、TAG および脂肪酸分解系酵素のうち、ATGL、CPT1a および PGC1α の遺伝子発現
が予想に反して、対照群に比べて上昇していた（Table 1-4）。ATGL は、TAG を分解して DAG と FFA を
生成する TAG 加水分解の初期反応を担う酵素であり、TAG 分解の律速酵素と考えられている［100］。
このことから、GK ラットでは TAG の分解が亢進していると考えられた。ATGL のノックアウトマウス
は、心臓において、PPARα により調節される遺伝子群および PGC1α 遺伝子の発現の顕著な低下、ミト
コンドリアの呼吸機能の低下および TAG の蓄積がおこり、心不全により早死することから［30］、ATGL
による TAG 分解作用は生理的に必須な働きを持つと考えられる。ATGL は脂肪組織に高発現しているが、
肝臓における発現量は少ない。しかしながら、最近、肝臓においても ATGL の生理的重要性が報告され
ており［101］、GKラットの肝臓のTAG含量の制御にATGLが重要な働きをしていることが考えられる。
また、CPT1a はミトコンドリア外膜に局在し、脂肪酸のミトコンドリア内への移行を担う、β 酸化の律
速酵素である。CPT1a の発現がわずかに亢進している状態でも、肝臓の TAG 含量の増加は抑制される
ことが報告されていることから、CPT1a は肝臓 TAG 含量の制御に重要な役割を果たしていると考えら
れる［82］。そのため、GK ラットにおける CPT1a の発現亢進は、ミトコンドリアへの脂肪酸の取り込
みとそれに続く燃焼を促進させることにより、TAG 含量の制御にも関与していると考えられた。以上の
ことから、GK ラットの肝臓では、TAG および脂肪酸の分解が亢進していることが明らかとなった。 
分泌：肝臓からの VLDL－TAG の分泌は GK ラットと対照群の間に差が認められなかったことから、
GK ラットの肝臓での TAG 蓄積の原因は、肝細胞で合成された TAG の血流への移行過程にある訳では
ないと結論した（Fig. 1-6）。 
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3）GK ラットの肝臓における脂質代謝関連転写因子 
 
FAS や ACC などの脂肪酸の de novo 合成に関与する遺伝子は、SREBP-1c、ChREBP および LXRα な
どの転写因子の活性化により発現が誘導される［38, 90］。インスリン抵抗性や 2 型糖尿病の動物では、
SREBP-1c と ChREBP の両者の発現が増加しており、二次的に脂質合成を亢進させるということが報告
されている［6, 79, 80］。本章における検討においても、ZFラットでは SREBP-1c の発現が有意に高いと
いう結果が得られ（Table 1-4）、脂肪酸合成にかかわる遺伝子の発現を誘導している可能性が考えられた。
一方、GK ラットにおいては、PPARα の発現は有意に高いが、他の転写因子（SREBP-1c、ChREBP およ
び LXRα）には変化がなかった（Table 1-4）。PPAR 応答配列（PPAR response element、PPRE）を有する
PPARα の標的遺伝子には、脂肪酸や TAG の異化に関係した分子が多い。PPARα ノックアウトマウスで
は、肝臓のミトコンドリア β 酸化能が対照群に比べ約 40％低下しており［2］、PPARα がミトコンドリ
ア β 酸化の制御に重要であることが明らかとなっている。GK ラットの肝臓では、PPARα の遺伝子の発
現、および、PPRE を有し、PPARα の活性化により発現が亢進することが明らかとなっている Acot1 の
遺伝子発現が有意に高くなっていることから（Table 1-4）、実際に PPARα 活性も亢進していると考えら
れる。また、ミトコンドリアの増殖に関与する因子として発見された PGC1 は、近年、ミトコンドリア
の酸化的リン酸化、脂肪酸酸化、肝臓での糖新生などのエネルギー代謝に関与する転写を調節する、転
写因子活性化因子であることが明らかとなっている［48］。肝臓特異的に PGC1α を高発現させると、ミ
トコンドリアの β 酸化活性が上昇し、肝臓の TAG 量が減少すること［65］、また、分子レベルにおいて
も PGC1α と PPARα は相互作用して、β 酸化関連遺伝子の発現を上昇させることが報告されており［19, 
48］、肝臓において PPARα の機能発現に PGC1α の存在が強く影響していることが示唆されている。GK
ラットにおいては、PPARα、PGC1α および CPT1a の遺伝子発現がともに高いことが明らかとなり（Table 
1-4）、これらの働きによって起こる β 酸化能亢進により、TAG 合成が亢進しているにもかかわらず肝臓
での TAG の蓄積が軽微に抑えられているのだと考えられる。 
また、一部の脂肪酸合成に関与する遺伝子もPPARαのターゲットとなる。脂肪酸合成に必要なNADPH
を生成する ME1 は、プロモーター領域に PPRE 配列をもつことが示されている［12, 53, 61］。GK ラッ
トでみられた ME1 遺伝子発現の上昇は（Table 1-4）、PPARα の発現上昇によるものだと考えられた。 
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本章において、GK ラットの肝臓では、血清由来の脂肪酸および細胞内で de novo 合成された脂肪酸か
らの TAG 合成が亢進していた。一方、PPARα、ATGL、CPT1a および PGC1α の遺伝子発現が有意に高
いこと、β 酸化が亢進していることから、TAG および脂肪酸の分解についても促進していることが明ら
かとなった。また、GK ラットの肝臓では ATGL の発現が上昇していたことから、TAG が分解され、FFA
の生成が亢進していると予想される。この FFA は、分解されるか、PPARα の内因性リガンドとして働
く。そのため、FFA 濃度が上昇し、PPARα が持続的に活性化状態になると、PPARα 応答遺伝子である
ATGL および CPT1a の遺伝子発現が上昇し、さらなる TAG および脂肪酸分解が促進される。このよう
に、GK ラットの肝臓では、ATGL 発現の上昇によって、PPARα、ATGL および β 酸化系の相互影響によ
るポジティブフィードバックループが拡大し、TAG 分解および β 酸化が促進されるものと考えられた
（Fig. 1-7）。肥満 2 型糖尿病モデルである ob/ob マウスの Acox1 をノックアウトすると、内因性のリガ
ンドである FFA が増加し、肝臓の PPARα が持続的に活性化状態になる。その結果、肝臓の脂肪酸 β 酸
化が亢進し、肥満が抑制されることが明らかになっている［34］。GK ラットにおける PPARα の活性化
は、ATGL の TAG 分解で生成した FFA によるものだと考えると、この状態に類似する点があり興味深
い。以上のことから、GK ラットの肝臓では、TAG の合成とポジティブフィードバックループによる TAG
および脂肪酸の分解が、ともに亢進してバランスを維持しているが、このバランスは TAG 蓄積側に少
し傾いているものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-7  The pathway of TAG synthesis and proposed model of a positive feedback loop between PPARα－
ATGL－β oxidation signaling pathway in the GK rat hepatocyte. 
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Fig. 1-8  Lipid metabolism in the hepatocyte 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-9  Glusose metabolism in the hepatocyte
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第 2 章 PPARα アゴニストによる肝臓 TAG 代謝変動の解析 
  
第 1 章において GK ラットの肝臓では TAG 合成の亢進が認められたが、β 酸化が亢進していることで
TAG の蓄積が微増にとどまることが明らかとなった。ここで、GK ラット肝において、核内転写因子で
ある PPARαおよびそのターゲットである ATGLの遺伝子発現が対照群と比較して高いことに注目した。
ATGL は TAG 加水分解の初段階を担い［100］、肝臓の TAG 代謝に重要な役割を果たすと考えられてい
る。また、ATGL は PPARα のターゲット遺伝子である可能性が示唆されているが［74］、PPARα アゴニ
ストによる肝臓 TAG レベルの低下作用は、主に脂肪酸 β 酸化の亢進を介したものと考えられており［14, 
70］、ATGL との関係についての詳細な報告はない。そこで本章では、PPARα アゴニストとして 3 種類
のフィブラートを選び、これらを健常ラットに投与したときに、ATGL が誘導されるか、また肝臓で TAG
が蓄積している GK ラットに PPARα アゴニストであるベザフィブラートを投与したとき、TAG 代謝へ
どのように影響するかについて調べ、TAG 分解における ATGL の役割について検討することを目的とし
た。 
 
第 1 節 肝臓における ATGL 発現と TAG 含量に対するフィブラートの影響の解析 
 
PPARα アゴニストであるフィブラート系薬物は、血管壁表面に存在する LPL の活性の促進、肝臓に
おける β 酸化の亢進、VLDL 分泌の抑制などを介して血清 TAG を低下させる高脂血症治療薬として知
られている。しかしながら、これらの薬物が肝臓の TAG 分解にどのように関与するかについての詳細
はいまだに不明である。そこで本節では、健常ラットにフェノフィブラート、ベザフィブラートおよび
クロフィブリン酸を与えたときの肝臓における TAG 代謝について、特に ATGL の関与に注目して解析
した。 
 
1）フィブラート投与の基礎的情報 
  
 健常ラットである WI ラットにフェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸を混
合した飼料を 14 日間与え、処置期間中は体重および摂食量を測定した。いずれの薬物で処置した時も、
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処置期間の体重および摂食量には対照群との間で差異がみられなかった（Fig. 2-1 A, B）。動物ごとに一
日当たりの摂食量を求め、飼料に含まれるフィブラートの割合から、実際に摂取したフィブラート量を
調べたところ、フェノフィブラート 0.025％、0.05％、0.1％、0.2％（w/w）はそれぞれ 15.2 ± 2.7、34.3 ± 
5.0、67.7 ± 10.4、133.4 ± 22.1 mg/kg 体重/日、ベザフィブラート 0.025％、0.05％、0.1％、0.2%（w/w）
はそれぞれ 17.0 ± 3.2、34.0 ± 5.3、66.6 ± 11.7、140.6 ± 25.5 mg/kg 体重/日、そしてクロフィブリン酸に
関しては 0.05%、0.1%、0.15%、0.2%、0.3%（w/w）はそれぞれ 34.1 ± 4.9、66.4 ± 16.4、98.8 ± 20.2、134.5 
± 30.8、202.1 ± 40.2 mg/kg 体重/日となった。飼料からのフィブラートの摂取量は、飼料中のフィブラー
ト濃度に比例して増加した（Fig. 2-1 C, D, E）。このことから、フェノフィブラート、ベザフィブラート
およびクロフィブリン酸の間で、ラットが摂取したフィブラートの量に違いがないことが確認できた。 
 
2）フィブラートによる TAG 含量の低下 
 
WI ラットにフェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸を混合した飼料を与え
たときの肝臓の TAG 含量を調べた。本節 1）で記載した濃度の各フィブラートの混餌を 14 日間与えた
ところ、フィブラートの投与量に依存して肝臓のTAG含量が低下した。フェノフィブラート0.1％（w/w）
およびベザフィブラート 0.1％（w/w）では、TAG 含量がそれぞれ対照群の 48％および 58％まで低下し
た。クロフィブリン酸 0.1％（w/w）群の TAG 含量は対照群と同じであったが、0.3％（w/w）投与では
40％まで低下した（Fig. 2-2 A, C, E）。Fig. 2-2 B, D, F に示したように、フェノフィブラート 0.1％（w/w）、
べザフィブラート 0.1％（w/w）およびクロフィブリン酸 0.3％（w/w）投与によって、時間依存的に肝
臓 TAG が減少した。また、これらのフィブラートを与えた時の血清中の TAG 濃度を調べたところ、フ
ェノフィブラートとベザフィブラートでは、TAG 濃度が有意に低下した。クロフィブリン酸では低下傾
向がみられたが、対照群との間に有意な差は認められなかった（Fig. 2-3）。 
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Fig. 2-1  Effects of fibrates on body weight, food consumption and calculated dose. A: Body weight of rats. B: 
Food consumption of rats. C, D, E: Calculated dose. Rats were fed on a standard diet or a diet admixed with 
fenofibrate at a dietary concentration of 0.025, 0.05, 0.1 or 0.2% (w/w), bezafibrate at a dietary concentration of 
0.025, 0.05, 0.1 or 0.2% (w/w) or clofibric acid at a dietary concentration of 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 or 0.3% (w/w) for 
14 days. Values are means ± SD (n = 4). The amounts of fibrate taken in by a rat were calculated using the 
regression lines. C, The relationship between the dietary dose and the calculated dose of fenofibrate, y = 670.0x - 
0.1 (r
2
 = 0.9997). D, The relationship between the dietary dose and the calculated dose of bezafibrate, y = 701.6x - 
1.0 (r
2
 = 0.9992). E, The relationship between the dietary dose and the calculated dose of clofibric acid, y = 
672.8x - 0.4 (r
2
 = 0.9998). 
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Fig. 2-2  Effects of fibrates on TAG concentration in the liver of rats. A, C, E: The dose-dependent reduction of 
TAG; rats were fed on a standard diet or a diet admixed with fenofibrate (A) at a dietary concentration of 0.025, 
0.05, 0.1 or 0.2% (w/w), bezafibrate (C) at a dietary concentration of 0.025, 0.05, 0.1 or 0.2% (w/w) or clofibric 
acid (E) at a dietary concentration of 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 or 0.3% (w/w) for 14 days. B, D, F: The time-dependent 
reduction of TAG; rats were fed on a diet containing (B) 0.1% (w/w) fenofibrate, (D) 0.1% (w/w) bezafibrate or 
(F) 0.3% (w/w) clofibric acid for 0, 2, 7 or 14 days. Values are means ± SD (n = 4).
a, b, c
 Differences in the mean 
without a common superscript (a, b or c) are statistically significant (p < 0.05). 
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Fig. 2-3  Effects of fibrates on TAG concentration in serum. Rats were treated with fenofibrate, bezafibrate or 
clofibric acid at various doses for 14 days. The treatments were the same as those described in the legend to Fig. 
2-2 A, C and E. A, Fenofibrate; B, bezafibrate; C, clofibric acid.  Values are means ± SD (n = 4). 
a, b, c
 Differences 
in the mean without a common superscript (a, b or c) are statistically significant (p < 0.05). In the absence of a 
superscript, the differences in the means are not significant (p > 0.05). 
 
 
3）脂肪酸および TAG 代謝関連遺伝子の発現 
 
フィブラートによる肝臓 TAG 減少の分子メカニズムの手掛かりをつかむために、肝臓の脂肪酸およ
び TAG 代謝に関与する酵素、タンパク質の遺伝子の発現を調べ、その結果を Table 2-1 に示した。フェ
ノフィブラート 0.1％（w/w）、ベザフィブラート 0.1％（w/w）およびクロフィブリン酸 0.3％（w/w）を
14 日間与えたラットの肝臓の mRNA の発現を測定したところ、TAG および脂肪酸の分解に関与する
ATGL、CGI-58、CPT1a、MCAD、LCAD および Acox1 の発現がすべてのフィブラートによって増加し
た。また、脂肪酸の輸送、運搬および活性化に関与する遺伝子にも変動がみられ、フィブラートによっ
て、脂肪酸の取り込みを担う FAT/CD36 と FATP2、脂肪酸運搬に関与する FABP1、脂肪酸の活性化に関
する ACSL1 と ACSL3 の mRNA 発現レベルは有意に上昇した。一方、FATP5 の発現はフィブラート投
与によって減少し、FATP4、FABPpm および ACSL5 の発現については対照群との間に差が認められなか
った。脂肪酸合成については、fatty acid elongase 6（Elovl6）と stearoyl-CoA desaturase 1（SCD1）
の発現が顕著に上昇した。FAS の発現については、フェノフィブラートのみで有意に上昇し、ベザフィ
ブラートとクロフィブリン酸は影響しなかった。グリセロ脂質合成に関与する酵素に関しては、DGAT2
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の遺伝子発現はわずかに減少したが、DGAT1 の発現はフェノフィブラートで上昇し、ベザフィブラー
トとクロフィブリン酸では上昇傾向にあった。フェノフィブラートとベザフィブラートは GPAT4 の遺
伝子発現をわずかに上昇させたが、クロフィブリン酸では低下した。 
 
 
 
Table 2-1  Effects of fibrates on gene expression in the liver 
 
Gene Control Fenofibrate Bezafibrate Clofibric acid 
Lipid degradation     
ATGL 1.0 ± 0.05
 a
  4.45 ± 0.69
 b
 4.25 ± 0.82
 b
 3.32 ± 0.12
 b
 
 CGI-58 1.0 ± 0.12
 a
  3.95 ± 0.24
 b
 3.13 ± 0.87
 bc
 2.10 ± 0.96
 ab
 
 CPT1a 1.0 ± 0.28
 a
  2.95 ± 0.44
 b
 3.19 ± 0.37
 b
 2.76 ± 1.24
 b
 
 MCAD 1.0 ± 0.18
 a
  4.53 ± 0.58
 b
 3.58 ± 0.33
 bc
 2.63 ± 0.64
 c
 
 LCAD 1.0 ± 0.40
 a
  3.68 ± 0.30
 b
 3.39 ± 0.40
 b
 2.88 ± 0.46
 b
 
 Acox1 1.0 ± 0.06
 a
 27.56 ± 3.95
 b
 33.08 ± 10.58
 b
 9.42 ± 2.52
 a
 
     
Fatty acid trafficking     
 FAT/CD36 1.0 ± 0.32
 a
 17.26 ± 1.17
 b
 9.32 ± 1.77
 c
 23.05 ± 3.67
 d
 
 FATP2 1.0 ± 0.02
 a
  5.15 ± 0.65
 b
 4.24 ± 0.36
 b
 4.26 ± 1.11
 b
 
 FATP4 1.0 ± 0.09 1.34 ± 0.35 1.35 ± 0.25 1.14 ± 0.30 
 FATP5 1.0 ± 0.09
 a
  0.38 ± 0.08
 b
 0.41 ± 0.08
 b
 0.33 ± 0.11
 b
 
FABPpm 1.0 ± 0.14 1.68 ± 0.30 0.61 ± 0.56 1.46± 0.30 
 FABP1 1.0 ± 0.25
 a
  6.72 ± 0.78
 b
 5.12 ± 0.91
c
 2.53 ± 0.53
 d
 
ACSL1 1.0 ± 0.15
 a
  3.64 ± 0.34
 b
 3.11 ± 0.19
 c
 2.23 ± 0.22
 d
 
 ACSL3 1.0 ± 0.05
 a
 10.76 ± 3.39
 b
 7.53 ± 0.76
 bc
 5.05 ± 1.43
 c
 
ACSL5 1.0 ± 0.15
 a
  1.54 ± 0.37
 b
 0.72 ± 0.05
 a
 0.69 ± 0.13
 a
 
     
Lipogenesis     
FAS 1.0 ± 0.49
 a
  2.52 ± 1.07
 b
 1.19 ± 0.27
 ab
 1.84 ± 0.33
 ab
 
 SCD1 1.0 ± 0.24
 a
 17.56 ± 4.58
 b
 19.84 ± 6.61
 b
 20.73 ± 1.44
 b
 
 Elovl6 1.0 ± 0.55
 a
 18.35 ± 7.43
 b
 17.60 ± 5.33
 b
 27.81 ± 9.50
 b
 
DGAT1 1.0 ± 0.49
 a
  2.62 ± 1.05
 b
 1.73 ± 0.83
 ab
 1.80 ± 0.41
 ab
 
DGAT2 1.0 ± 0.12
 a
  0.69 ± 0.09
 b
 0.75 ± 0.07
 b
 0.59 ± 0.07
 b
 
GPAT1 1.0 ± 0.03 1.68 ± 0.33 1.19 ± 0.16 1.12 ± 0.37 
GPAT4 1.0 ± 0.21
 a
  1.46 ± 0.25
 b
 1.42 ± 0.12
 b
 0.49 ± 0.16
 c
 
 
Rats were fed on the standard diet or diet containing 0.1% (w/w) fenofibrate, 0.1% (w/w) bezafibrate or 0.3% 
(w/w) clofibric acid for 14 days. Values represent means ± SD (n = 4-6). 
a, b, c
 Differences in the mean without a 
common superscript (a, b, c or d) are significant (p < 0.05). In the absence of a superscript, the differences in the 
means are not significant (p > 0.05). 
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4）ATGL および CGI-58 の遺伝子発現 
 
WI ラットにフェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸を混合した飼料を与え
たときの肝臓における ATGL の mRNA 発現誘導について調べた。本節 1）で記載した濃度の各フィブラ
ートの混餌を 14 日間与えたところ、フェノフィブラートとベザフィブラートではともに 0.05％（w/w）
から ATGL の発現が誘導され、0.1％（w/w）でプラトーに達した。一方、クロフィブリン酸については、
低濃度では ATGL は誘導されず、0.15％（w/w）で有意に誘導され、それ以上の濃度ではプラトーとな
った。各フィブラート 0.1％（w/w）で比較すると、ATGL の mRNA の発現は対照群に対して、フェノ
フィブラートでは 4.5 倍、ベザフィブラートでは 4.3 倍、クロフィブリン酸では 1.1 倍上昇した（Fig. 2-4 
A, C, E）。また、Fig. 2-4 B, D, F に示すように、ATGL の mRNA は時間依存的に誘導された。ATGL の活
性化因子である CGI-58 の発現について同様に調べたところ、3 種類のフィブラートで、濃度依存的かつ
時間依存的に mRNA 発現量が上昇した（Fig. 2-5）。ATGL の mRNA 発現量と肝臓 TAG 含量の回帰分析
を行ったところ、Fig. 2-6 に示したように、強い逆相関関係が認められた（r2 = 0.6808）。 
 
5）TAG 加水分解活性 
 
フェノフィブラート 0.1％（w/w）、ベザフィブラート 0.1％（w/w）およびクロフィブリン酸 0.3％（w/w）
を 14 日間与えた WI ラットの肝臓における TAG 加水分解活性を［カルボキシル-14C］トリオレインを
基質として測定した。フェノフィブラートとクロフィブリン酸投与は、TAG 加水分解活性をそれぞれ対
照群の 1.8 倍および 1.6 倍に上昇させた。また、ベザフィブラート投与では、活性は有意ではないもの
の、高い傾向（1.4 倍）にあった（Fig. 2-7）。 
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Fig. 2-4  Effects 
of fibrates on mRNA encoding ATGL in the liver of rats. The treatments of rats were the same as described in the 
legend to Fig. 2-2 A, C and E: The dose-dependent increase in ATGL mRNA; A, fenofibrate; C, bezafibrate; E, 
clofibric acid. B, D, F: The time-dependent increase in ATGL mRNA; B, fenofibrate; D, bezafibrate; F, clofibric 
acid. Values are means ± SD (n = 4). 
a, b, c
 Differences in the mean without a common superscript (a, b or c) are 
statistically significant (p < 0.05). 
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Fig. 2-5  Effects of fibrates on mRNA encoding CGI-58 in the liver of rats. The treatments of rats were the same 
as described in the legend to Fig. 2-4 A, C and E: The dose-dependent increase in CGI-58 mRNA; A, fenofibrate; 
C, bezafibrate; E, clofibric acid. B, D, F: The time-dependent increase in CGI-58 mRNA; B, fenofibrate; D, 
bezafibrate; F, clofibric acid. Values are means ± SD (n = 4). 
a, b, c
 Differences in the mean without a common 
superscript (a, b or c) are statistically significant (p < 0.05). In the absence of a superscript, the differences in the 
means are not significant (p > 0.05). 
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6）ATGL タンパク質の発現 
 
WI ラットにフェノフィブラート 0.1％（w/w）、ベザフィブラート 0.1％（w/w）およびクロフィブリ
ン酸 0.3％（w/w）を 14 日間与え、肝臓における ATGL タンパク質の発現量をウエスタンブロット法に
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Fig. 2-6  Relationship between ATGL 
mRNA level and TAG concentration in the 
liver of rats. ○, Control; ●, fenofibrate; □, 
bezafibrate; ▲, clofibric acid. The 
relationship between TAG concentration (data 
from Fig. 2-2 A, C and E) and the ATGL 
mRNA level (data from Fig. 2-4 A, C and E) 
was determined as Y = -1.0629 X + 7.8595 (r
2
 
= 0.6808). 
Fig. 2-7  Effects of fibrates on TAG 
hydrolase activity in the liver of rats. Rats 
were fed on a standard diet or a diet 
containing 0.1% (w/w) fenofibrate (67.7 ± 
10.4 mg/kg body weight per day), 0.1% (w/w) 
bezafibrate (66.6 ± 11.7 mg/kg body weight 
per day) or 0.3% (w/w) clofibric acid (202.1 ± 
40.2 mg/kg body weight per day) for 14 days. 
Values are means ± SD (n = 4). 
a, b
 Differences 
in the mean without a common superscript (a 
or b) are statistically significant (p < 0.05). 
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ATGL → ← 55 kDa 
β-actin → ← 42 kDa 
より定量した（Fig. 2-8）。フェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸の投与では、
ATGL のタンパク質量は、対照群に対して、それぞれ 2.7 倍、3.8 倍および 3.5 倍高いことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-8  Effects of fibrates on protein expression of ATGL in the liver of rats. Rats were fed on a standard diet or 
a diet containing 0.1% (w/w) fenofibrate, 0.1% (w/w) bezafibrate or 0.3% (w/w) clofibric acid for 14 days. 
Immunoblot was carried out on liver extracts. Liver extracts (10 μg of protein each) were loaded and separated by 
electrophoresis. Visible bands represent ATGL and β-actin as indicated. Quantitation of the amount of ATGL was 
carried out using Multi gauge software (GE Healthcare) and normalized by loaded β-actin. Values represent means 
± SD (n = 4). 
a, b, c
 Differences without a common superscript (a, b or c) are statistically significant (p < 0.05). 
 
 
7）ATGL および Acot1 遺伝子発現の相関関係 
 
3種類のフィブラートによるATGLの誘導が PPARαの活性化を介して起きているのかを検討するため
に、ATGL と代表的な PPARα 標的遺伝子である Acot1 の mRNA 発現量について相関関係を調べた。ま
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ず、WI ラットへ各フィブラートの混餌を 14 日間与え、肝臓における Acot1 の mRNA 発現を調べたとこ
ろ、Fig. 2-9 A に示すように、フィブラートの投与量に依存して発現が上昇した。そこで、ATGL および
Acot1 の mRNA 発現レベルについて回帰分析をおこなったところ、両者にはきわめて強い正の相関が認
められた（r2 = 0.9383）（Fig. 2-9 B）。 
 
8）肝臓中のフィブリン酸量と ATGL および TAG 含量の関係 
 
エステル体として存在するフィブラートは吸収後、血中および組織中のエステラ―ゼにより速やかに
加水分解され、活性体であるフィブリン酸となり、PPARα リガンド結合部位に結合する。活性化された
PPARα は、標的遺伝子のプロモーターに存在する PPRE に結合して、その標的遺伝子の転写を活性化す
ると考えられている［5, 94］。実際に、肝臓にどれだけのフィブリン酸が存在すると、ATGL の発現を誘
導し、 TAG 含量を低下させるか調べるために、肝臓からフィブリン酸を抽出後、
4-bromomethyl-6,7-dimethoxycoumarin（BrMDMC）を用いて蛍光誘導体化し、高速液体クロマトグラフィ
（ーhigh performance liquid chromatography、HPLC）を用いて定量した（定量法の詳細は第 2 節に示す）。
WI ラットにフェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸を 14 日間与えた時の肝臓
におけるフィブリン酸含量を調べたところ、Fig. 2-10 A に示すように、飼料中のフィブラート濃度は同
じでも、フィブリン酸として肝臓に存在する濃度はフィブラートの種類によって異なることが明らかと
なった。そこで、肝臓中のフィブリン酸濃度と ATGL 遺伝子発現レベルについて回帰分析をおこなった
ところ、Fig. 2-10 B に示すように、強い正の相関が認められた（r2 = 0.9025）。また、肝臓中のフィブリ
ン酸濃度と肝臓 TAG 含量については、強い負の相関があることがわかった（r2 = 0.8080、Fig. 2-10 C）。 
 
9）小括 
 
本節での検討によって、3 種類のフィブラートは ATGL を誘導し、この発現誘導は PPARα の活性化と
強く相関していた。また、フェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸は肝臓中に
おけるフィブリン酸濃度として評価すると、1 分子当たりほぼ同じ強さで ATGL の発現を誘導し、TAG
含量の低下を引き起こすことが明らかになった。 
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Fig. 2-9  Up-regulation of the expression of ATGL gene and Acot1 gene by fibrates in the liver. Rats were treated 
with fenofibrate, bezafibrate or clofibric acid at various doses for 14 days. The treatments were the same as those 
described in the legend to Fig. 2-2 A, C and E. ○, Control; ●, fenofibrate; □, bezafibrate; ▲, clofibric acid. A: 
Fibrate-induced elevation of Acot1 mRNA level. Values are means ± SD (n = 4). 
*
 The means (fenofibrate-treated) 
are significantly different from the control (P < 0.05). 
§
 The means (bezafibrate-treated) are significantly different 
from the control (p < 0.05).
 #
 The means (clofibric acid-treated) are significantly different from the control (p < 
0.05). B: The relationship between the ATGL mRNA level (data from Fig. 2-4 A, C and E) and the Acot1 mRNA 
level (data from panel A) was determined as Y = 0.0434 X + 0.4045 (r
2
 = 0.9383). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-10  Hepatic concentrations of fibric acids and their potency with respect to up-regulation of ATGL mRNA 
expression and reduction of TAG concentration. Rats were treated with fenofibrate, bezafibrate or clofibric acid at 
various doses for 14 days. The treatments were the same as those described in the legend to Fig. 2-2 A, C and E. ○, 
Control; ●, fenofibrate; □, bezafibrate; ▲, clofibric acid. A: The concentrations of active metabolites, fibric acids, 
in the liver. B: The relationship between ATGL mRNA level (data from Fig. 2-4 A, C and E) and fibric acid 
concentration (data from panel A) was determined as Y = 0.0088 X + 0.6454 (r
2
 = 0.9025). C: The relationship 
between hepatic TAG concentration (data from Fig. 2-2 A, C and E) and fibric acid concentration (data from panel 
A) was determined as Y = -0.0107 X + 7.4985 (r
2
 = 0.8008). 
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第 2 節 肝臓中のフィブリン酸の微量定量法の開発 
 
フィブラートは、カルボン酸型であるフィブリン酸となり、PPARα のリガンドとして作用することが
知られている［5, 94］。フィブラートもしくはフィブリン酸は非常に有用な生理活性化物質として、生
化学や薬理学分野をはじめとする様々な分野の研究で用いられてきた。しかしながら、肝臓中のフィブ
リン酸の簡便で感度の高い定量法がなかったため、これまでの研究ではフィブラートの投与量について
の情報のみで、実際に影響を及ぼす組織中でのフィブリン酸の濃度に関する情報は示されてこなかった。
組織内でのフィブリン酸の作用メカニズムについて、より詳細に理解するためには、実際に作用する組
織や細胞内でのフィブリン酸の正確な濃度の情報が必要である。そこで本節では、微量の肝臓試料を用
いて、組織中のフェノフィブリン酸、ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸を定量することを目的
とし、BrMDMC を用いてフィブリン酸を誘導体化し、HPLC で分離し蛍光を検出することにより定量す
る方法の開発を試みた。 
 
1）抽出および誘導体化 
 
Abe らが報告した方法［1］を一部改変し、有機溶媒によるフィブリン酸の抽出方法の開発を試みた。
抽出溶媒として n-ヘキサン－酢酸エチル（85：15、v/v）を用いたところ、フェノフィブリン酸、ベザフ
ィブリン酸およびクロフィブリン酸について高い抽出効率が確保でき、分析時の妨害物の混入もほとん
どみられなかった。本研究で用いた蛍光誘導体化試薬である BrMDMC は、フィブリン酸のカルボキシ
ル基と反応する（Fig. 2-11）。次に、BrMDMC によるフィブリン酸誘導体化の反応条件について検討し
た。まず、70℃での加熱が必要となるため、その反応時間について検討した。Fig. 2-12 A に示したよう
に、蛍光強度は反応 30 分でプラトーに達し、60、90 分と経過してもピーク面積に変化がみられなかっ
た。次に、水またはラット肝ホモジネート（肝臓 10 mg 相当）に 1 nmol のクロフィブリン酸をスパイク
した試料を用いて、反応系に加える BrMDMC 量について検討した。BrMDMC/18-クラウン-6-エーテル
比を一定とし、BrMDMC 量を 62.5 μg から 250 μg まで変化させると、蛍光検出によるピーク面積は
BrMDMC 125 μg および 18-クラウン-6-エーテル 31.5 μg でプラトーに達した（Fig. 2-12 B）。これらの結 
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果から、誘導体化は BrMDMC 250 μg および 18-クラウン-6-エーテル 62.5 μg を用いて 70℃で 60 分間行
うこととした。方法の詳細については実験の部 第 9 章に記した。 
 
 
 
 
 
Fig. 2-11  Scheme of derivatization reaction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fig. 2-12  Effects of reaction time and the amounts of BrMDMC on the derivatization of fibric acids. A: Water 
(100 μL) spiked with 1 nmol clofibric acid was treated according to the standard procedure, except for the reaction 
time. B: Water (100 μL) (○···○) and rat liver homogenates (10 mg of liver) (●―●) spiked with 1 nmol clofibric 
acid were treated according to the standard procedure, except for the amounts of BrMDMC and 18-crown-6-ether; 
the ratio of BrMDMC to 18-crown-6-ether was kept constant. 
 
B A 
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2）定量方法のバリデーション 
 
本節における検討によって開発した定量法の妥当性を確認するために、選択性（selectivity）、直線性
（linearity）、正確度（accuracy）、精密度（precision）、回収率（recovery）についてのバリデーション
をアメリカ食品医薬品局の “Guide for Industry, Bioanalytical Method Validation”の判定基準［20］に従って
調べた。 
 
（1）選択性（selectivity） 
選択性とは、各分析対象物質および内標準物質の定量に対して妨害作用がないことである。Fig. 2-13 A
に示すように、移動相にアセトニトリル–水（43：57、v/v）を用いた場合、BrMDMC 誘導体化クロフィ
ブリン酸とベザフィブリン酸を完全に分離することができた。同様に、移動相をアセトニトリル–水
（46：54、v/v）にした場合、BrMDMC 誘導体化クロフィブリン酸とフェノフィブリン酸は完全に分離
された（Fig. 2-13 D）。次に、フィブリン酸をスパイクしていない肝臓ホモジネートに抽出、誘導体化の
操作を行ったブランク試料のクロマトグラムを調べたところ、いずれの移動相においても、誘導体化フ
ィブリン酸の保持時間に妨害ピークはみられなかった（Fig. 2-13 B, E）。なお、ラウリン酸（12:0）やス
テアリン酸（18:0）などの脂肪酸が BrMDMC で誘導体化されても、これらはフェノフィブリン酸の保
持時間の 2 倍以上後で検出され、分析には影響しないことを確認した（データ未掲載）。また、肝臓ホ
モジネートにフィブリン酸をスパイクし、抽出、誘導体化した試料のクロマトグラムでは、Fig. 2-13 A, D
の場合と同様に、誘導体化フィブリン酸のピークは完全に分離し、妨害ピークも確認されなかった（Fig. 
2-13 C, F）。腎臓、筋肉のホモジネートおよび血清についても同様に検討したところ、誘導体化フィブリ
ン酸のピークに対する妨害はみられず、また、2 つのフィブリン酸は完全に分離することが確認できた
（Fig. 2-14）。HPLC クロマトグラムでみられた蛍光検出ピークが実際に、BrMDMC 誘導体化フィブリン
酸であることを確認するために、それぞれ 3 つのピークのフラクションを分取し、エレクトロスプレー
イオン化質量分析（electrospray ionization mass spectrometry、EI-MS）および高速原子衝撃質量分析（fast 
atom bombardment mass spectroscopy、FAB-MS）を用いて構造解析を行った。EI-MS で検出されたフィブ
リン酸由来の塩素原子を含む分子イオンピークおよび FAB-MS で検出されたプロトン付加ピークの質 
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量電荷比から、HPLC の検出ピークは BrMDMC で誘導体化されたそれぞれのフィブリン酸であるこ
とが確認できた（Table 2-2）。 
 
（2）直線性（linearity）  
検量線の直線性とは、分析対象物質の濃度と定量値の関係である。10 mg の肝臓ホモジネートのブラ
ンク試料に 0.2 から 20 nmol のフィブリン酸をスパイクし、検量線を作成した。クロフィブリン酸の検
量線には、内部標準としてベザフィブリン酸 2 nmol を、ベザフィブリン酸およびフェノフィブリン酸の
検量線には、内部標準としてクロフィブリン酸 2 nmol を加えた。クロフィブリン酸、ベザフィブリン酸
およびフェノフィブリン酸ともに、それぞれの検量線には高い直線性が得られた（Table 2-3）。 
 
（3）正確度（accuracy）および精密度（precision） 
正確度とは、測定対象物質の測定値が真の値に近い値であることを示す尺度であり、精密度とは、繰
り返しの分析によって得られる定量値の間のばらつきの小ささの尺度である。10 mg の肝臓ホモジネー
トにスパイクした 0.5、2.5 および 20 nmol の各フィブリン酸の定量を、日間および日内に 5 回繰り返し
行い、正確度と精密度を調べた。すべての定量値の正確度および精密度は許容限界である±15％以内で
あった（Table 2-4）。 
 
（4）回収率（recovery） 
回収率とは、生体試料の前処理過程における分析対象物質の回収効率のことである。0.5、2.5 および
20 nmol の各フィブリン酸について、直接誘導体化した（抽出操作を行っていない）場合と、10 mg の肝
臓ホモジネート試料にスパイクし、抽出および誘導体化操作を行った場合の定量値をそれぞれ 5 回繰り
返して比較したところ、回収率は、クロフィブリン酸では 99.14－107.57％、ベザフィブリン酸では 93.03
－100.89％、フェノフィブリン酸では 103.41－112.29％となった。このように、回収率はほぼ 100％であ
った。また、変動変数はいずれも小さく、再現性の高さも確認できた（Table 2-5）。 
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Fig. 2-13  Chromatograms obtained for MDMC derivatives of standard clofibric, bezafibric and fenofibric acids. 
(A) 2.5 nmol clofibric and bezafibric acids that were directly derivatized; (B) blank liver sample; (C) liver sample 
(10 mg of liver) spiked with 2.5 nmol clofibric and bezafibric acids; the mobile phase for (A), (B) and (C) was 
acetonitrile–water (43:57, v/v). (D) 2.5 nmol clofibric and fenofibric acids that were directly derivatized; (E) 
blank liver sample; (F) liver sample (10 mg of liver) spiked with 2.5 nmol clofibric and fenofibric acids; the 
mobile phase for (D), (E) and (F) was acetonitrile–water (46:54, v/v). Peak1, MDMC-clofibric acid; peak 2, 
MDMC-bezafibric acid; peak 3, MDMC-fenofibric acid. 
 
 
 
 
 
Table 2-2  EI- and FAB-MS analyses of MDMC derivatives of fibric acids 
 
MDMC-fibric acid Formula 
EI-MS ( relative intensity ) FAB-MS
a
 
M
+
 M
+
 + 2 [M + H]
+
 
MDMC-clofibric acid C22H21ClO7 432 ( 66 ) 434 ( 22 ) 433 
MDMC-bezafibric acid C31H30ClNO8 579 ( 0.38 ) 581 ( 0.18 ) 580 
MDMC-fenofibirc acid C29H25ClO8 536 ( 100 ) 538 ( 38 ) 537 
 
MDMC derivatives of each fibric acid isolated by using HPLC were subject to EI- and FAB-MS analyses.  
a) Matrix: 3-nitrobenzyl alcohol. 
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Fig. 2-14  Chromatograms obtained for MDMC derivatives of standard clofibric, bezafibric and fenofibric 
acids with tissue homogenates and serum. (A) 2.5 nmol clofibric and bezafibric acids that were directly 
derivatized; (C, G, K) blank samples of kidney (C), muscle (G) and serum (K), respectively; (D, H, L) tissue 
samples (10 mg of kidney (D) and muscle (H), respectively) and 100 μL serum (L) spiked with 2.5 nmol clofibric 
and bezafibric acids; the mobile phase for (A), (C), (D), (G), (H), (K) and (L) was acetonitrile–water (43:57, v/v). 
(B) 2.5 nmol clofibric and fenofibric acids that were directly derivatized; (E, I, M) blank samples of kidney (E), 
muscle (I) and serum (M), respectively; (F, J, N) tissue samples (10 mg of kidney (F) and muscle (J), respectively) 
and 100 μL serum (N) spiked with 2.5 nmol clofibric and fenofibric acids; the mobile phase for (B), (E), (F), (I), 
(J), (M) and (N) was acetonitrile–water (46:54, v/v). 
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Table 2-3  Calibration lines for HPLC assay of fibric acids and LOQ 
 
Fibric acid 
Linear regression equation ( y = ax + b ) 
n 
Slope ( a ) Intercept ( b ) Correlation ( r ) 
Clofibric acid 0.987 -0.041 1.0000 7 
Bezafibric acid 1.167 0.007 0.9999 7 
Fenofibric acid 1.234 -0.025 1.0000 7 
 
Fibric acids (0.2–2.0 nmol) and IS were added to liver homogenates (10 mg of liver).  
The determination was made according to the standard procedure. 
 
 
 
 
 
Table 2-4  Precision and accuracy for the determination of clofibric acid, bezafibric acid and fenofibric acid in 
rat liver homogenates  
 
Fibric acid 
Nominal 
concentration 
Measured  
concentration 
Precision ( % CV ) Accuracy ( % ) 
Intraday       
Clofibric acid 0.5 0.420 ± 0.001 0.21 -12.33 
 2.5 2.180 ± 0.023 1.00 -9.72 
 20 18.118 ± 0.066 0.35 -6.82 
       
Bezafibric acid 0.5 0.533 ± 0.001 0.22 6.49 
 2.5 2.582 ± 0.003 1.03 3.28 
 20 19.984 ± 0.072 1.03 3.28 
       
Fenofibric acid 0.5 0.435 ± 0.003 0.77 -12.91 
 2.5 2.800 ± 0.015 0.54 12.01 
 20 21.180 ± 0.296 1.40 5.90 
       
Interday       
Clofibric acid 0.5 0.438 ± 0.000 0.06 -12.49 
 2.5 2.221 ± 0.007 0.30 -11.16 
 20 18.530 ± 0.204 1.10 -7.35 
       
Bezafibric acid 0.5 0.533 ± 0.000 0.06  6.68 
 2.5 2.625 ± 0.008 0.31  5.01 
 20 20.106 ± 0.232 1.15  0.53 
       
Fenofibric acid 0.5 0.446 ± 0.013 2.86 -10.81 
 2.5 2.730 ± 0.029 1.07  9.21 
 20 21.996 ± 0.430 1.96  9.98 
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Table 2-5  Recovery of fibric acids from liver homogenates at the three concentrations  
 
Fibric acid 
Nominal concentration 
( nmol / 10 mg liver ) 
n 
Recovery ( % ) 
Mean CV ( % )
a
 
     
Clofibric acid 0.5 5 107.57 3.17 
 2.5 5 103.72 2.82 
 20 5 99.14 1.48 
     
Bezafibric acid 0.5 5 93.03 3.15 
 2.5 5 96.48 2.84 
 20 5 100.89 1.47 
     
Fenofibric acid 0.5 5 103.41 5.08 
 2.5 5 108.40 1.76 
 20 5 112.29 1.86 
 
Fibric acid (0.5, 2.5 or 20 nmol) was added to liver homogenates ( 10 mg of liver ).  
The determination was made according to the standard procedure. a) coefficient of variation. 
 
 
 
 
 
 
3）生体試料への適応 
 
本節で開発した方法が、実際の生体試料の定量に用いることができるか検討した。3 種のフィブラー
トの混餌を 14日間与えたWIラットの肝臓からフィブリン酸を抽出、誘導体化して定量を行ったところ、
投与量に依存して肝臓中のフィブリン酸濃度が上昇することが確認できた（Fig. 2-10 A）。この肝臓中の
フィブリン酸濃度と、in vivo における PPARα の代表的な標的遺伝子である Acot1 の肝臓における遺伝子
発現レベル（Fig. 2-9 A）の回帰分析を行ったところ、強い相関が認められた（r2 = 0.8764、Fig. 2-15）。
このことは、3 種のフィブリン酸の PPARα 活性化能がほぼ同じであることを示していると考えられる。 
また、BrMDMC 誘導体化フェノフィブリン酸の定量の際、HPLC の保持時間 21 分付近に大きな未知
ピークが検出された（Fig. 2-16）。なお、ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸では未知ピークは検
出されなかった。Abe らは、フェノフィブリン酸を投与したヒトの血清中にフェノフィブリン酸の還元
体である 2-{4-[(4-chlorophenyl) (hydroxy)methyl]phenoxy}-2-methylpropanoic acid が検出されたと報告して
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いる［1］。そこで、本研究において検出された未知ピークを示す化合物が、フェノフィブリン酸の還元
体であることを確認するために、フェノフィブリン酸の還元体を化学合成し、これを BrMDMC 誘導体
化して HPLC にて分析したところ、検出されたピークの保持時間は上述した未知ピークのものと一致し
た。このことから、ラットをフェノフィブリン酸処置すると、肝臓中でフェノフィブリン酸の還元体が
生じることが明らかとなった。 
 
4）小括 
 
本節では、10 mg の肝臓を用いて、フィブラートの活性化体であるフィブリン酸の肝臓中の濃度を、
感度よく簡便に定量する方法を開発した。この方法を用いて、フェノフィブリン酸、ベザフィブリン酸
およびクロフィブリン酸の 1 分子は、化学構造の違いにもかかわらず、肝臓中において同じ PPARα 活
性能を有していることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-15  Hepatic concentrations of fibric acids (data from Fig. 2-10 A) and their potency with respect to 
up-regulation of Acot1 mRNA expression (data from Fig. 2-9 A). Y = 0.1942 X + 7.8194 (r
2
 = 0.8764). ○, Control; 
●, fenofic acid; □, bezafibric acid; ▲, clofibric acid. 
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Fig. 2-16  Representative chromatogram of MDMC derivatives fenofibric acid and its reduced metabolite. 
Chromatogram obtained for liver samples of the rats fed a diet containing 0.1% (w/w) fenofibrate for 14 days. 
Liver homogenates (10 mg of liver), spiked with 2 nmol clofibric acid as a standard, were assayed according to 
the standard procedure. Peak1, MDMC-clofibric acid; peak 2, unknown compound; peak 3, MDMC-fenofibric 
acid. The retention time of the unknown compound was confirmed to be completely the same as that of MDMC 
derivative of 2-{4-[(4-chlorophenyl)(hydroxy)methyl]phenoxy}-2-methylpropanoic acid, the reduced form of 
fenofibric acid. 
 
 
 
 
 
 
 
第 3 節 GK ラットの肝臓における ATGL 発現と TAG 含量に対するベザフィブラートの効果の解析 
 
Turpin らは、肥満モデル動物の肝臓で ATGL 発現を低下させると、脂肪酸の酸化が抑制され、脂肪肝
が増悪すること、また ATGL 発現を上昇させると脂肪肝を改善し、インスリン感受性を高めることを示
している［88］。第 1 章において非肥満 2 型糖尿病モデルである GK ラットは、肝臓に TAG が軽度に蓄
積していることが明らかとなった。そこで、本章第 1 節において、健常ラットを用いて確認したフィブ
ラートによる肝臓の TAG 減少作用が、GK ラットでもみられるか検討するために、PPARα アゴニストで
あるベザフィブラートを投与した時の GK ラットの肝臓 TAG 代謝について解析した。 
 
3 
2 
1 
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1）ベザフィブラート投与の基礎的情報 
 
ベザフィブラート（100 mg/kg 体重）を 1 日 1 回 7 日間経口投与した WI ラット、GK ラットおよびそ
れぞれの対照群の体重と相対肝重量を Table 2-6 に示した。WI ラット、GK ラットともにベザフィブラ
ート投与による体重の増減はみられなかったが、肝臓の相対重量は増加した。血清脂質パラメータにつ
いては、非絶食下における TAG 値および総コレステロール値は両群ともにベザフィブラート投与によ
り有意に低下した。NEFA 値は、GK ラットではベザフィブラートにより 28％低下したが、WI ラットで
はベザフィブラートを投与しても変化は認められなかった（Table 2-7）。 
 
2）ベザフィブラートによる肝臓 TAG 含量の低下 
 
ベザフィブラートを投与した WI ラットおよび GK ラットの肝臓 TAG 含量を定量した。WI ラットお
よび GK ラットではベザフィブラート投与によって、肝臓 TAG 含量がそれぞれ 42％および 47％低下し
た（Fig. 2-17）。 
 
3）肝臓中のベザフィブリン酸量 
 
ベザフィブラートを投与した WI ラットおよび GK ラットの肝臓中のベザフィブリン酸濃度を定量し
た。それぞれ 113.81 ± 41.55 nmol/g liver および 187.34 ± 42.42 nmol/g liver 存在していた（Fig. 2-18）。 
 
4）脂肪酸および TAG 代謝関連遺伝子の発現 
 
 ベザフィブラート投与により、ATGL の mRNA 発現は WI ラットおよび GK ラットではそれぞれ 2.20
倍および 3.66 倍高くなった。CGI-58 の発現については、ベザフィブラート投与によって、WI ラットで
有意に高くなったが、GK ラットでは変化がなかった。また、GK ラットでは、PPARα および SREBP-1c
の発現に有意な差はみられなかったが、WI ラットでは SREBP-1c のみが有意に高くなった。Acot1 の発
現はベザフィブラート投与により WI ラットでは 21.9 倍、GK ラットでは 31.7 倍顕著に上昇した。CPT1a
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および MCAD の遺伝子発現は WI ラット、GK ラットともにベザフィブラートで上昇した。一方、apoC
Ⅲの発現はベザフィブラートで低下した。MTP の遺伝子発現は GK ラットのベザフィブラート投与群で
有意に上昇した。 
 
5）小括 
 
GK ラットにベザフィブラートを投与すると、健常ラットと同様に、ベザフィブリン酸による PPARα
の活性化を介して ATGL の発現が誘導され、肝臓中の TAG を低下させた。 
 
 
 
 
Table 2-6  Effect of bezafibrate on body weight and relative liver weight of WI and GK rats 
 
 WI GK 
 Control Bezafibrate Control Bezafibrate 
Body weight ( g ) 310.9 ± 2.8 312.8 ± 15.0 266.4 ± 19.0 265.9 ± 17.1 
Liver  
( % of body weight ) 
4.21 ± 0.23 5.92 ± 0.36
***
 4.43 ± 0.11 6.38 ± 0.53
##
 
 
Rats were given an oral administration of bezafibrate at a dose of 100 mg/kg body weight once a day for 7 days. 
Values represent means ± SD (n = 4-6). 
***
 Significantly different from WI control rats (
***
p < 0.001).
 ##
 
Significantly different from GK control rats (
##
p < 0.01). In the absence of a superscript, the differences in the 
means are not significant (p > 0.05). 
 
 
 
 
Table 2-7  Effect of bezafibrate on serum lipid parameters of WI and GK rats 
 
 WI GK 
 Control Bezafibrate Control Bezafibrate 
TAG ( mg / dL )   172.0 ± 54.5 61.6 ± 8.6
**
 101.1 ± 31.7 41.8 ± 3.6
##
 
Total cholesterol  
( mg / dL ) 
   63.3 ± 3.4 49.4 ± 1.4
***
 105.2 ± 5.0 45.1 ± 3.7
###
 
NEFA ( mEq / L )     0.3 ± 0.0 0.2 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.4 ± 0.1
#
 
 
Rats were given an oral administration of bezafibrate at a dose of 100 mg/kg body weight once a day for 7 days. 
Values represent means ± SD (n = 4–6). 
**, *** 
Significantly different from WI control rats (
**
p < 0.01; 
***
p < 
0.001). 
#, ##, ###
 Significantly different from GK control rats (
#
p < 0.05; 
##
p < 0.01; 
###
p < 0.001). In the absence of 
a superscript, the differences in the means are not significant (p > 0.05). 
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Fig. 2-17  Effect of bezafibrate on the content of TAG 
in the liver of WI and GK rats. Rats were given an oral 
administration of bezafibrate at a dose of 100 mg/kg 
body weight once a day for 7 days. Values represent 
means ± SD (n = 4-6). 
***
 Significantly different from 
WI control rats (
***
p < 0.001). 
###
 Significantly 
different from GK control rats (
###
p < 0.001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-18  The concentration of bezafibric acid in 
the liver of WI and GK rats. Rats were given an 
oral administration of bezafibrate at a dose of 100 
mg/kg body weight once a day for 7 days. Values 
represent means ± SD (n = 6). 
*
 Significantly 
different from WI rats (p < 0.05). 
 
 
 
 
Table 2-8  Effect of bezafibrate on gene expressions in the liver of WI and GK rats 
 
Gene 
WI GK 
 Control Bezafibrate      Control Bezafibrate 
ATGL 1.0 ± 0.22 2.20 ± 0.52
*** 
1.86 ± 0.70 6.81 ± 0.53
###
 
 CGI-58 1.0 ± 0.16 1.54 ± 0.34
** 
0.66 ± 0.17 0.76 ± 0.20 
 PPARα 1.0 ± 0.32 1.07 ± 0.03 1.79 ± 0.45 2.89 ± 0.91 
Acot1 1.0 ± 0.29 21.87 ± 8.89
* 
1.46 ± 0.31 46.32 ± 13.83
##
 
 SREBP-1c 1.0 ± 0.44 2.49 ± 0.84
**
 0.57 ± 0.32 0.70 ± 0.28 
 CPT1a 1.0 ± 0.33 1.87 ± 0.03
*** 
1.58 ± 0.34 3.48 ± 0.63
###
 
MCAD 1.0 ± 0.14 2.38 ± 0.24
***
 1.06 ± 0.09 2.48 ± 0.23
###
 
 apoCⅢ 1.0 ± 0.15 0.29 ± 0.01*** 0.76 ± 0.11 0.25 ± 0.05### 
 MTP 1.0 ± 0.10 1.51 ± 0.36 0.92 ± 0.11 1.39 ± 0.12
###
 
 
Values represent means ± SD (n = 4-8). 
*, **, ***
 Significantly different from WI control rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 
0.01; 
***
p < 0.001).
 ##, ###
 Significantly different from GK control rats (
##
p < 0.01; 
###
p < 0.00). In the absence of 
a superscript, the differences in the means are not significant (p > 0.05). 
 
 
 
*** 
### 
* 
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第 4 節 考察 
 
フィブラートによる肝臓 TAG 減少は、これまで主にミトコンドリアもしくはペルオキシソームでの
脂肪酸 β 酸化活性の上昇を介して起こると考えられてきた［14, 70］。ところが、β 酸化系が基質とする脂
肪酸がどのように供給されるのかについては、詳細に検討されて来なかった。最近、ラットの肝実質細
胞では肝臓外から取り込んだ脂肪酸よりも、TAG の加水分解によって生成した脂肪酸が優先的に酸化さ
れること［44］、また ATGL により TAG から切り出された脂肪酸は、他の脂肪酸代謝経路からの脂肪酸
よりも優先的に β 酸化経路に運ばれることが報告され［75］、脂肪酸 β 酸化への基質の供給を担う酵素と
して、TAG の加水分解の律速酵素である ATGL が注目されるようになった。肝臓の TAG 加水分解活性
には、ATGL とホルモン感受性リパーゼがそれぞれ、33～65％および 20％寄与していることが、それぞ
れの欠損マウスを用いた解析からわかってきている［101］。実際、ATGL の寄与は大きく、肝臓で ATGL
の発現を抑制すると TAG が蓄積し［14］、逆に、ATGL を肝臓で過剰発現させると TAG の蓄積が抑えら
れる［75］。ヒトの ATGL 欠損症（筋炎を伴う中性脂質蓄積病）や CGI-58 の欠損症（魚鱗癬を伴う中性
脂質蓄積病）でも肝肥大や脂肪肝を高頻度に合併することが明らかとなっている［78］。以上のことから、
ATGL による TAG 加水分解で生じた脂肪酸が、ミトコンドリアやペルオキシソームでの脂肪酸酸化に
利用されることで、ATGL は肝臓 TAG の異化を強力に支配していると考えられる。本章の検討におい
ても、ATGL 遺伝子発現レベルと肝臓 TAG 含量は強い逆相関関係を示したことから（Fig. 2-6）、フィ
ブラート投与による肝TAG減少作用にもATGLの発現誘導が重要な役割を果たしていると考えられる。 
本章での検討において、フィブラートにより脂肪酸の酸化に関与する遺伝子発現が上昇することが確
認できたが、ペルオキシソーム β 酸化に関与する Acox1 の mRNA の発現の増加は、ミトコンドリア β
酸化に関与する CPT1a の発現の増加に比べ、明らかに大きかった（Table 2-1）。しかしながら、Mannaerts
らは、クロフィブラートを投与したラットの肝実質細胞において、ミトコンドリアの β 酸化活性が上昇
すること、また、クロフィブラート投与によって肝臓ホモジネート中のペルオキシソームの β 酸化活性
が顕著に増加したにもかかわらず、単離した肝細胞の全 β 酸化に対するペルオキシソーム β 酸化の寄与
率は 10％以下であることを報告している［54］。また、CPT1a は、その発現がわずかな上昇でもミトコ
ンドリア β 酸化を促進する［82］ことから総括すると、フィブラートによる TAG 分解亢進には、ミト
コンドリア β 酸化、特に CPT1a の発現上昇が大きく寄与しているものと考えられる。 
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一方、フィブラートによる TAG 合成への影響についてみると、脂肪酸 de novo 合成には変化がなかっ
たが、FAT/CD36 と FATP2 の発現は大きく上昇しており（Table 2-1）、フィブラートによって肝臓外から
の脂肪酸の取り込みが増加したと考えられる。また、フィブラート投与群で ACSL3 の発現の上昇が確
認された（Table 2-1）。最近、ACSL3 は、細胞外から脂肪酸を供給すると endoplasmic reticulum（ER）か
ら脂肪滴に移行すること、また、ACSL3 を高発現すると、細胞外からの脂肪酸の取り込みが亢進するこ
とが報告された［73］。ACSL3 が脂肪滴で脂肪酸を CoA エステル化し、細胞内に留めることは、細胞外
からの脂肪酸の取り込みの駆動力となる可能性が示唆されている。このことから、フィブラートによっ
て活性化した ACSL3 は、脂肪酸の細胞外から取り込みと、TAG 合成経路への振り分けに寄与している
かもしれない。 
以前の報告と同様に［40, 99］、フィブラート投与により Elovl6 と SCD1 の遺伝子発現が顕著に上昇し
た（Table 2-1）。Elovl6 と SCD1 は、16:0 および 18:0 から 18:1n-9 の合成に関与する。そのため、de novo
合成で生成した 16:0 だけでなく、血中から取り込まれた 16:0 および 18:0 からも多くの 18:1n-9 が生成
していることが示唆された。後者については、Kawashima らが、ラット肝臓内において［14C］18:0 から
［14C］18:1n-9 への変換が、クロフィブリン酸投与によって亢進することを明らかにしている［32, 39］。
以上のことから、フィブラートにより、DGAT2 の発現が上昇していなくても（Table 2-1）、大量に産生
されている 18:1n-9 が基質として供給されるため、TAG 合成が亢進していると考えられた［49, 52, 62］。
肝臓外から取り込まれた脂肪酸よりも、TAG の加水分解によって生成した脂肪酸が優先的に酸化される
という以前の報告から判断すると［44］、フィブラートによって産生が亢進した TAG に、活性化した
ATGL が加水分解を行うことにより生成した脂肪酸が、優先的に β 酸化で燃焼することが考えられる。
また、本章における検討で、フェノフィブラートとベザフィブラート投与によって血清中の TAG が有
意に低下したが、クロフィブリン酸に関しては低下傾向にとどまることが明らかとなった（Fig. 2-3）。
この事実は、VLDL－TAG 分泌の変動は、フィブラートによる肝臓 TAG 減少の主要な原因とはならな
いことを示唆している。 
ATGL は PPARα の標的遺伝子であると考えられていること［74］、またフィブラートは PPARα のアゴ
ニストであることから［94］、フィブラートは PPARα の活性化を介して肝臓の ATGL の発現を誘導して
いる可能性が強い。しかしながら、PPARα アゴニストとしての強さ（活性）は、一般的に培養細胞を用
いたレポーターアッセイによって評価されるため［94］、in vivo でのフィブラートによる PPARα 活性化
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能についてはいまだに不明な点が多い。そこで、in vivo におけるフィブラートの PPARα 活性化能を、in 
vivo において PPARα による制御をうけていることが証明されている［18］Acot1 遺伝子の発現を指標と
して調べたところ、ATGL と Acot1 の mRNA 発現レベルには強い相関関係が認められた（Fig. 2-9 B）。
これは、直接的な証拠とはならないが、フィブラートによる ATGL の発現誘導には、PPARα の活性化が
関与している可能性を強く示唆するものである。 
ATGL の過剰発現により、TAG の分解が亢進し、生成した FFA がリガンドとして PPARα を活性化す
ること［22, 70, 75］、ATGL 欠損によって PPARα 標的遺伝子の発現が低下することから［70］、ATGL は
PPARα を介した脂肪酸シグナリングと、それに続く脂肪酸の動態に関わる遺伝子の調節に深く関与して
いることが考えられる［77］。細胞質の脂肪滴の表面、あるいはオルガネラ膜に局在している ATGL に
よって切り出された脂肪酸の細胞内の運搬については［81］、FABP の関与が示唆されている［67］。本
章での検討において、フィブラートにより FABP1 の発現が上昇することが確認された（Table 2-1）。こ
の結果は、Kawashima らが示した、クロフィブリン酸投与によりラット肝臓での FABP タンパク質の発
現が上昇するという結果と一致するものである［67］。したがって、ATGL によって細胞質の脂肪滴から
放出された脂肪酸は、FABP によってミトコンドリアへ運搬されて β 酸化を受けるか、同じく FABP に
よって核へ運搬されるかという 2 つの経路に振り分けられると考えられる。核内に入った脂肪酸は、リ
ガンドとして PPARα を活性化し、脂肪酸取り込み（FAT/CD36）、脂肪酸運搬（FABP1）、脂肪酸活性化
（ACSL1、3）、ミトコンドリア β 酸化（CPT1a、MCAD、LCAD）、ペルオキシソーム β 酸化（Acox1）、
そして、ATGL の発現を誘導する。誘導されたこれらのタンパク質はさらに、脂肪酸の β 酸化を亢進さ
せる。このように、ATGL 発現の亢進が FFA を増加させ、この FFA がリガンドとして PPARα を持続的
に活性化することにより、肝実質細胞における PPARα、ATGL および β 酸化系の相互影響によるポジテ
ィブフィードバックループを拡大し、その結果として肝臓 TAG が減少すると考えられる（Fig. 2-19）。 
本章では微量の組織を用いたフィブリン酸の定量法を初めて開発した。本章で用いた抽出方法は非常
に簡便であり、肝臓ホモジネートからのフィブリン酸の抽出効率は非常に高かった（Table 2-5）。また、
BrMDMC はカルボン酸を修飾する試薬であるため（Fig. 2-11）、これと反応して誘導体化される生体内
化合物は多数あると予想されるが、HPLC において適切な分離条件を設定することによりフィブリン酸
を選択的に定量することができた（Fig. 2-13、2-14）。この方法での、肝臓におけるフェノフィブリン酸、
ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸の定量限界は 0.2 nmol/10 mg liver であった（Table 2-3）。これ
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まで、肝臓を用いたフィブリン酸定量の定量限界についての報告はない。血清を用いた定量法では、
HPLCのUV検出を用いた定量限界値は 0.31から22.8 nmol/mL［1, 4, 50, 57, 83, 84］、タンデムMSのHPLC
を用いた定量では 0.16 nmol/mL であると報告されている［57］。以上のことから、本章で開発した定量
法は非常に感度が高く、肝臓および他の組織中で機能するフィブリン酸の定量にはきわめて有用である
ことが示された。 
フェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブラート（クロフィブリン酸のエステル体）
は同じフィブラート系薬物であるが、作用様式に幾分異なる点のあることが知られている［22, 26, 31］。
本章における検討においても、TAG 低下作用および ATGL とその活性化因子である CGI-58 の発現誘導
作用において強さに違いがみられ、フェノフィブラート≧ベザフィブラート＞クロフィブリン酸の順序
となったが（Fig. 2-2、2-4、2-5）、これは、以前報告されたレポーターアッセイによる PPARα 活性化能
の順序とは異なるものであった［94］。しかしながら、フェノフィブラート、ベザフィブラートおよび
クロフィブリン酸を肝臓におけるフィブリン酸濃度として評価すると、それぞれの化学構造の違いには
関係なく、Acot1 遺伝子発現レベル、ATGL 遺伝子発現レベルまたは TAG 含量との間に強い相関関係が
認められた（Fig. 2-10、2-15）。つまり、フィブリン酸 1 分子としては、ほぼ同じ強さで肝臓における PPARα
を活性化し、ATGL の発現を誘導することによって、TAG 含量を減少させたと考えられる。一方、フェ
ノフィブラート 0.1％（w/w）、ベザフィブラート 0.1％（w/w）およびクロフィブリン酸 0.3％（w/w）を
混合した飼料を摂食させた際には、フェノフィブリン酸、ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸の
肝濃度はほぼ同じであるにもかかわらず（Fig. 2-10 A）、脂質代謝関連遺伝子の発現誘導については、そ
の効果に違いがあるものもいくつかあったことから（Table 2-1）、これらの遺伝子発現に対する各フィブ
リン酸の作用様式は全く同じということではないのであろう。 
 非肥満 2 型糖尿病モデルである GK ラットにベザフィブラートを投与したところ、健常ラットと同じ
ように ATGL および Acot1 の mRNA 発現が上昇し（Table 2-8）、肝臓 TAG 含量を健常ラットと同程度ま
で低下させることができた（Fig. 2-17）。CPT1a および MCAD 遺伝子の発現も上昇したことから（Table 
2-8）、ベザフィブリン酸によって、GK ラットの PPARα、ATGL および β 酸化系の相互影響によるポジ
ティブフィードバックループがさらに拡大し、TAG 分解および β 酸化が促進されたものと考えられる。
また、GK ラットのベザフィブラート投与群では、MTP 遺伝子発現の上昇がみられたが、血清 TAG 値
は有意に低下していた（Table 2-7）。一方、apoCⅢの発現は顕著に低下していたことから、LPL および
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HTGL による血中 TAG の分解が亢進し、肝臓へ取り込まれた脂肪酸がさらにポジティブフィードバック
ループを促進させる可能性も考えられる。以上のことから、ATGL は非アルコール性脂肪肝を改善する
ための薬物療法のターゲットとなる可能性があり、フィブリン酸はインスリン抵抗性を伴う脂肪肝の治
療または予防薬となりうることを、GK ラットを用いて示唆することができた。 
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第 3 章 GK ラットの肝臓における脂肪酸プロファイルおよび 
その制御メカニズムの解析 
 
脂肪酸種の生成には、脂肪酸不飽和化酵素と脂肪酸鎖伸長酵素が重要な役割をはたす。モノ不飽和脂
肪酸（monounsaturated fatty acid、MUFA）である 18:1n-9 は Elovl6 にコードされる脂肪酸鎖伸長酵素と
主に SCD1 にコードされる Δ9 不飽和化酵素である SCD によって合成される。また、SCD は 16:0 から
パルミトオレイン酸（16:1n-7）を合成する［68］。SCD やその生成物である 18:1n-9 および 16:1n-7 は
TAG 合成［64, 68］、ER ストレス［3, 92, 93］、VLDL 分泌［17, 46］、インスリン感受性［11, 29］と
いった生理的プロセスと深く関与することが知られている。特に最近、肝臓の脂肪酸組成は、細胞内の
エネルギーバランスやストレスとは無関係にインスリン感受性を制御しているという報告からも［60］、
糖尿病モデル動物の肝臓における脂肪酸組成の解明が必要とされている。第 1 章において、GK ラット
では非肥満であるにもかかわらず、肝臓の脂質代謝が広範に変化していることを明らかにした。この事
実から、脂肪酸種の代謝も変化し、結果として脂肪酸の組成が変化していることが予想された。そこで、
本章ではレプチンレセプターに変異をもたない非肥満 2 型糖尿病モデルである GK ラットの、肝臓にお
ける脂肪酸プロファイルの特性を明らかにすることを目的とした。 
 
第 1 節 GK ラットの肝臓脂肪酸プロファイルの解析 
 
第 1 章において、GK ラットは非肥満であるにもかかわらず、肝臓の脂質代謝に変動がみられること
が示された。このことから GKラットの肝臓では脂肪酸種の代謝も変化している可能性が高い。そこで、
本節では GK ラットの肝臓の脂肪酸のプロファイル、およびそのプロファイルを制御している脂肪酸の
不飽和化および鎖伸長の役割を、ZFラットと比較し、解析した。 
 
1）GK ラット肝臓の SCD 
  
 MUFA 生成に重要な役割を担う SCD 活性について、GK ラットの肝臓で調べた。その際、1 型糖尿病
モデルである streptozotocin（STZ）投与ラットにおける活性も比較した。Fig. 3-1 に示すように、GK ラ
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ット、WI ラット、および WI ラットに STZ を静注投与したラットの肝臓ミクロソームにおける SCD 活
性を測定したところ、STZ ラットの SCD 活性は対照群の 21％まで低下した。一方、GK ラットでは非
肥満であるにもかかわらず対照群に比べて 3.6 倍高いことが明らかとなった。次に、GK ラットと、耐
糖能異常かつ肥満である ZF ラットの SCD 活性を比較した。Fig. 3-2 に示すように、ZF ラットの SCD
活性は ZL ラットの 6.7 倍であった。また、GK ラットの SCD 活性は ZFラットの 61％であったが、GK
ラットおよび ZFラットでは、両者とも SCD 活性が対照群に比べて高いことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-1  Activities of SCD in hepatic microsomes 
of STZ, WI and GK rats. Values represent mean ± 
SD (n = 4). 
a, b, c 
Differences without a common 
superscript are statistically significant (p < 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2  Activities of SCD in hepatic microsomes 
of GK and ZF rats. Values represent mean ± SD (n = 
4). 
a, b, c 
Differences without a common superscript 
are statistically significant (p < 0.05). 
 
 
 
2）GK ラットの肝臓における SCD の生理的役割 
 
 MUFA の合成経路図を Fig. 3-3 に示す。SCD は 16:0 から 16:1n-7、18:0 から 18:1n-9 への変換を触媒す
る酵素である。SCD の活性が上昇すると 16:1n-7 および 18:1n-9 が増加することが予想される。そこで、
本節 1）で調べた WI、GK、10 週齢 ZL および ZFラットに加え、異なる条件下にあるラットについても、
a 
b 
c 
a 
a 
b 
c 
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肝臓の SCD 活性と SCD によって生成される 18:1n-9 の総脂質中の割合を測定し、GK ラットと比較した
（Table 3-1）。耐糖能異常かつ肥満である 16 週齢 ZF ラットは 16 週齢 ZL ラットに比べて、SCD 活性が
5.3 倍高く、肥満 2 型糖尿病である SHR/NDcp ラットでは、対照群である SHR/ND+ラットに比べ 5.5 倍
高かった。また、脂肪酸組成を変化させた食餌を与えた WI ラットのうち、7％魚油摂取群の SCD 活性
は、7％サフラワー油および 7％シソ油摂取群の、それぞれ 46％および 42％であった。総脂質中の 18:1n-9
の割合については、GK ラットは WI ラットに比べて 1.2 倍高かった。10 週齢 ZF ラットおよび 16 週齢
ZF ラットは、それぞれの対照群に比べて 2.9 倍および 2.5 倍高かった。SHR/NDcp ラットは SHR/ND+
ラットに比べ 2.9 倍高かった。また、7％魚油摂取群は、7％サフラワー油および 7％シソ油摂取群の、
それぞれ 61％および 50％であった。次に、これらの 11 群の SCD 活性と 18:1n-9 の割合についての相関
関係を調べた。Fig. 3-4 に示すように、GK ラットのみが回帰直線から大きく外れていることが明らかに
なった。GK ラットを除いた群で作成した回帰直線に、GK ラットの SCD 活性値をあてはめて求めた
18:1n-9の割合は17.6%であるのに対し、実際に測定したGKラットの18:1n-9の割合は8.97 ％であった。
これは、推定値の 51％の値であった。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-3  Diagram of enzymes regulating synthesis of 16:1n-7, 18:1n-7 and 18:1n-9 
 
 
 
16 : 0 18 : 0 
16 : 1n-7 
18 : 1n-9 
PCE 
POCE 
Elovl6 
Elovl5/Elovl6 
SCD 
18 : 1n-7 
FAS 
Acetyl-CoA 
Malonyl-CoA 
SCD1/ 
SCD2 
SCD 
SCD1/ 
SCD2 
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Table 3-1  Activities of SCD in hepatic microsomes and proportion of 18:1n-9 in the liver 
 
  SCD activity ( k+ ( min-1 ) ) 18:1n-9 ( mol % ) 
WI 0.88 ± 0.03 7.47 ± 0.52 
GK 3.21 ± 0.41 8.97 ± 0.68 
ZL aged 10 weeks 0.78 ± 0.43 7.05 ± 0.87 
ZF aged 10 weeks 5.24 ± 0.65 20.71 ± 2.19 
ZL aged 16 weeks 0.82 ± 0.34 9.88 ± 1.54 
ZF aged 16 weeks 4.33 ± 1.46 24.33 ± 1.40 
SHR/ND+ 0.69 ± 0.73 8.44 ± 2.68 
SHR/NDcp 3.81 ± 0.27 24.37 ± 0.63 
7 % Safflower oil 2.14 ± 0.44 12.22 ± 0.86 
7 % Perilla oil 2.33 ± 0.57 14.95 ± 1.22 
7 % Fish oil 0.98 ± 0.77 7.44 ± 1.27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-4  The relationship between the activities of SCD in hepatic microsomes and proportion of 18:1n-9 in the 
liver. The proportion of 18:1n-9 in the liver vs. SCD activity, Y = 3.8712 X + 5.1632, r
2
 = 0.8702. Regression 
analysis was performed on ten sets of results, except for the group of GK rats, in Table 3-1. ●, GK rats; ■, other 
rats. 
 
 
3）モノ不飽和脂肪酸のプロファイリング 
 
GK ラット、ZF ラットおよびそれぞれの対照群の肝臓総脂質中の脂肪酸プロファイルを示す（Table 
3-2）。MUFA の割合に注目してみると、対照群である WI ラットと ZL ラットの総脂質における MUFA
組成には、大きな違いはみられなかった。GK ラットのシスバクセン酸（18:1n-7）は WI ラットに比べ
て 1.32 倍高かったのに対し、18:1n-9 に大きな違いはみられなかった。GK ラットの 16:1n-7 は、WI ラ
ットに比べて 1.66 倍高かった。ZL ラットに比べて ZF ラットでは、18:1n-9、16:1n-7 および 18:1n-7 が
それぞれ 2.94 倍、4.69 倍および 1.51 倍高かった。次に、肝臓重量あたりの脂肪酸量についてそれぞれ
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の対照群との差をみると、18:1n-9 については ZF ラットと ZL ラットの差および GK ラットと WI ラッ
トの差は、それぞれ 30.82 および 1.69 μmol/g liver であった。また 16:1n-7 についての ZFラットと ZL ラ
ットの差および GK ラットと WI ラットの差は、それぞれ 10.91 および 1.03 μmol/g liver、18:1n-7 につい
ては ZFラットと ZLラットの差、およびGKラットとWIラットの差は、それぞれ 5.30および 1.31 μmol/g 
liver であった（Table 3-2、Fig. 3-5 A）。これらの結果から、総脂質の MUFA 組成については、ZFラット
では 18:1n-9 および 16:1n-7 が対照群に対して顕著に高いのに対し、GK ラットではそれらの差は小さい
ものであった。一方、18:1n-7 に関しては GK ラット、ZFラットの間に大きな違いはみられなかった。 
肝臓中の脂肪酸のほとんどは、TAG、DAG、PL、CE 等にエステル化して存在しており、各脂質クラ
スの脂肪酸組成には偏りがある。そこで次に、総脂質で認められた差がいずれの脂質クラスの変化によ
るものであるかを検討するために、GK ラットと ZF ラットの肝臓から抽出した脂質を、TAG、DAG、
PL、CE に分離後、脂肪酸の定量をし、脂質プロファイルを比較した。TAG および DAG における MUFA
組成は、総脂質とほぼ同じ傾向の変化を示した。すなわち、脂肪酸の割合については、GKラットの 18:1n-7
は WI ラットに比べて TAG、DAG でそれぞれ 1.33 倍および 1.65 倍高かったのに対し、18:1n-9 には大き
な違いはみられなかった。GK ラットの 16:1n-7 は、WI ラットに比べて、TAG で 1.50 倍、DAG で 1.67
倍高かった。ZF ラットでは、ZL ラットに比べて、TAG で 18:1n-9、16:1n-7 および 18:1n-7 がそれぞれ
1.67 倍、4.10 倍および 1.80 倍、DAG では 18:1n-9、16:1n-7 および 18:1n-7 がそれぞれ 1.81 倍、3.83 倍お
よび 1.11 倍高かった（Table 3-3、3-4）。TAG および DAG の肝臓重量あたりの脂肪酸量についても総脂
質の結果を反映しており、ZFラットでは 18:1n-9および 16:1n-7が対照群に対して顕著に高いのに対し、
GK ラットと対照群との比較においてはそれらの差は小さかった。18:1n-7 に関しては、GK ラットと ZF
ラットの間に大きな違いはみられなかった（Fig. 3-5 B, C）。PL における MUFA 組成については、GK ラ
ットの 16:1n-7 および 18:1n-7 の割合はそれぞれ WI ラットに比べて 1.35 倍および 1.22 倍高かったのに
対し、18:1n-9 は 15％減少していた。ZFラットでは、ZL ラットに比べて、18:1n-9、16:1n-7 および 18:1n-7
がそれぞれ 1.47 倍、3.43 倍および 1.03 倍高かった（Table 3-5）。肝臓重量あたりの脂肪酸量については
GK ラット、ZFラットともに対照群と大きな差はみられなかった（Fig. 3-5 D）。CE における MUFA 組
成については、GK ラットおよび ZFラットはそれぞれの対照群と比べて大きな差はみられず、また、肝
臓重量あたりの脂肪酸量も少ないため、CE の MUFA による総脂質の脂肪酸プロファイルへの影響は小
さいと考えられた（Table 3-6）。 
59 
 
 
 
Table 3-2  Fatty acid profile of hepatic lipid of GK and ZF rats 
 
  WI GK ZL ZF 
 
( mol % ) 
16:0 25.47 ± 1.26 26.30 ± 2.09 28.87 ± 5.92 32.07 ± 2.67 
16:1n-7 1.63 ± 0.23
a
 2.70 ± 0.13
a
 1.43 ± 0.61
a
 6.70 ± 1.12
b
 
18:0 16.70 ± 0.59
a
 16.25 ± 1.57
a
 17.52 ± 1.93
a
 10.96 ± 2.56
b
 
18:1n-9 7.47 ± 0.52
a
 8.97 ± 0.68
a
 7.05 ± 0.87
a
 20.71 ± 2.19
b
 
18:1n-7 4.01 ± 0.30
ac
 5.28 ± 0.20
b
 3.09 ± 0.34
a
 4.66 ± 0.92
bc
 
18:2n-6 21.62 ± 0.74
a
 17.29 ± 1.67
b
 23.22 ± 0.68
a
 14.05 ± 1.68
c
 
18:3n-3 0.46 ± 0.03 0.42 ± 0.08 0.36 ± 0.05 0.35 ± 0.07 
20:3n-9 0.06 ± 0.03 0.06 ± 0.01 0.11 ± 0.05 0.12 ± 0.11 
20:3n-6 1.24 ± 0.15
a
 0.97 ± 0.11
ac
 0.75 ± 0.17
bc
 1.34 ± 0.30
a
 
20:4n-6 14.47 ± 0.72
a
 15.61 ± 1.02
a
 12.87 ± 2.84
a
 5.11 ± 1.24
b
 
20:5n-3 1.13 ± 0.10 0.97 ± 0.12 0.96 ± 0.33 0.81 ± 0.18 
22:5n-3 1.62 ± 0.15
a
 1.46 ± 0.27
ac
 1.13 ± 0.53
ac
 0.83 ± 0.18
bc
 
22:6n-3 4.14 ± 0.15
a
 3.75 ± 0.32
ac
 2.68 ± 1.25
ac
 2.30 ± 0.77
bc
 
Total 99.99 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 
  ( µmol / g liver ) 
16:0 22.34 ± 2.20
a
 23.87 ± 1.82
a
 29.58 ± 11.00
a
 58.46 ± 19.47
b
 
16:1n-7 1.43 ± 0.23
a
 2.46 ± 0.25
a
 1.50 ± 0.88
a
 12.41 ± 5.11
b
 
18:0 14.64 ± 1.14
a
 14.71 ± 0.41
a
 17.24 ± 1.49
ab
 18.93 ± 1.52
b
 
18:1n-9 6.54 ± 0.39
a
 8.23 ± 1.50
a
 7.13 ± 2.03
a
 37.95 ± 13.48
b
 
18:1n-7 3.50 ± 0.23
a
 4.81 ± 0.50
a
 3.12 ± 0.86
a
 8.42 ± 2.50
b
 
18:2n-6 18.91 ± 0.42
ab
 15.91 ± 3.32
a
 23.12 ± 3.87
ab
 24.99 ± 5.24
b
 
18:3n-3 0.40 ± 0.04 0.39 ± 0.11 0.35 ± 0.07 0.64 ± 0.22 
20:3n-9 0.05 ± 0.03 0.05 ± 0.01 0.11 ± 0.07 0.19 ± 0.13 
20:3n-6 1.09 ± 0.08
a
 0.88 ± 0.11
ab
 0.73 ± 0.09
b
 2.31 ± 0.13
c
 
20:4n-6 12.66 ± 0.69
a
 14.29 ± 2.22
a
 12.47 ± 0.56
a
 8.77 ± 0.36
b
 
20:5n-3 0.99 ± 0.10
ab
 0.89 ± 0.21
a
 0.92 ± 0.18
a
 1.41 ± 0.23
b
 
22:5n-3 1.42 ± 0.16 1.35 ± 0.40 1.06 ± 0.34 1.43 ± 0.16 
22:6n-3 3.63 ± 0.24
ab
 3.45 ± 0.66
ab
 2.51 ± 0.78
a
 3.88 ± 0.53
b
 
Total 87.58 ± 4.58
a
 91.27 ± 10.84
a
 99.82 ± 18.07
a
 179.78 ± 44.97
b
 
 
Values represent mean ± SD (n=4). Differences in horizontal means without a common superscript (a, b, c) are 
significant (p＜0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p＞0.05). 
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Table 3-3  Fatty acid profile of hepatic TAG of GK and ZF rats 
 
 
WI GK ZL ZF 
 
( mol % ) 
16:0 29.27 ± 1.86
ab
 30.62 ± 0.76
a
 27.78 ± 1.08
b
 37.89 ± 1.90
c
 
16:1n-7 2.87 ± 0.48
a
 4.31 ± 0.46
b
 2.25 ± 0.43
a
 9.22 ± 0.69
c
 
18:0 9.25 ± 1.44
a
 7.81 ± 1.10
a
 4.91 ± 0.77
b
 2.67 ± 0.63
c
 
18:1n-9 15.44 ± 1.40
a
 16.06 ± 0.64
a
 18.44 ± 1.00
b
 30.85 ± 1.20
c
 
18:1n-7 3.90 ± 0.33
a
 5.18 ± 0.43
b
 3.08 ± 0.36
a
 5.55 ± 0.93
b
 
18:2n-6 26.13 ± 2.02
a
 21.96 ± 1.71
b
 30.03 ± 1.62
c
 10.49 ± 1.54
d
 
18:3n-3 1.03 ± 0.10
a
 0.82 ± 0.05
ac
 1.34 ± 0.12
b
 0.63 ± 0.15
c
 
20:3n-9 0.24 ± 0.03
a
 0.22 ± 0.03
a
 0.38 ± 0.06
b
 0.19 ± 0.09
a
 
20:3n-6 0.52 ± 0.09
a
 0.48 ± 0.04
a
 0.38 ± 0.04
b
 0.19 ± 0.04
c
 
20:4n-6 4.60 ± 0.69
a
 5.56 ± 0.44
b
 2.20 ± 0.32
c
 0.34 ± 0.05
d
 
20:5n-3 1.35 ± 0.12
a
 1.50 ± 0.19
ab
 1.70 ± 0.26
b
 0.39 ± 0.07
c
 
22:5n-3 1.99 ± 0.35
a
 2.07 ± 0.29
a
 2.77 ± 0.28
b
 0.58 ± 0.14
c
 
22:6n-3 3.40 ± 0.66
a
 3.41 ± 0.28
a
 4.74 ± 0.32
b
 1.03 ± 0.26
c
 
Total 99.99 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 
  ( µmol / g liver ) 
16:0 8.05 ± 1.08
a
 12.41 ± 1.65
a
 5.02 ± 0.97
a
 39.25 ± 13.45
b
 
16:1n-7 0.79 ± 0.13
a
 1.74 ± 0.18
a
 0.41 ± 0.14
a
 9.61 ± 3.47
b
 
18:0 2.58 ± 0.67
a
 3.14 ± 0.36
a
 0.87 ± 0.08
b
 2.71 ± 0.93
a
 
18:1n-9 4.22 ± 0.39
a
 6.51 ± 0.83
a
 3.35 ± 0.72
a
 31.76 ± 9.83
b
 
18:1n-7 1.07 ± 0.14
ab
 2.09 ± 0.19
a
 0.56 ± 0.15
b
 5.70 ± 1.66
c
 
18:2n-6 7.16 ± 0.83
ab
 8.97 ± 1.76
ac
 5.40 ± 0.84
b
 10.72 ± 2.99
c
 
18:3n-3 0.28 ± 0.02
a
 0.34 ± 0.06
a
 0.24 ± 0.05
a
 0.65 ± 0.22
b
 
20:3n-9 0.07 ± 0.01
a
 0.09 ± 0.01
a
 0.07 ± 0.01
a
 0.19 ± 0.10
b
 
20:3n-6 0.14 ± 0.03
a
 0.20 ± 0.03
a
 0.07 ± 0.01
b
 0.19 ± 0.05
a
 
20:4n-6 1.28 ± 0.34
a
 2.26 ± 0.34
b
 0.39 ± 0.04
 c
 0.35 ± 0.08
c
 
20:5n-3 0.37 ± 0.05
a
 0.62 ± 0.15
b
 0.30 ± 0.04
a
 0.40 ± 0.13
a
 
22:5n-3 0.54 ± 0.10
a
 0.85 ± 0.22
b
 0.50 ± 0.11
a
 0.59 ± 0.18
ab
 
22:6n-3 0.93 ± 0.18
a
 1.39 ± 0.29
b
 0.85 ± 0.13
a
 1.04 ± 0.34
ab
 
Total 27.48 ± 3.20
a
 40.59 ± 5.60
a
 18.02 ± 3.08
a
 103.14 ± 31.81
b
 
 
Values represent mean ± SD (n=4). Differences in horizontal means without a common superscript (a, b, c) are 
significant (p＜0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p＞0.05). 
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Table 3-4  Fatty acid profile of hepatic DAG of GK and ZF rats 
 
  WI GK ZL ZF 
 
( mol % ) 
16:0 25.83 ± 1.67
a
 25.30 ± 2.26
a
 19.98 ± 2.77
b
 27.42 ± 2.60
a
 
16:1n-7 2.25 ± 0.87
a
 3.75 ± 0.60
b
 1.54 ± 0.35
a
 5.90 ± 0.50
c
 
18:0 18.67 ± 1.51
a
 14.82 ± 1.09
b
 12.37 ± 1.31
c
 11.91 ± 0.75
c
 
18:1n-9 12.01 ± 1.13
ab
 13.88 ± 1.10
a
 10.19 ± 0.86
b
 18.44 ± 1.47
c
 
18:1n-7 3.58 ± 0.22
a
 5.90 ± 0.50
b
 5.03 ± 0.41
b
 5.60 ± 0.69
b
 
18:2n-6 26.28 ± 1.09
a
 24.45 ± 1.55
ac
 37.32 ± 2.31
b
 21.21 ± 2.14
c
 
18:3n-3 0.65 ± 0.53 0.56 ± 0.43 1.15 ± 0.60 1.07 ± 1.18 
20:3n-9 3.54 ± 1.72 2.43 ± 2.12 3.43 ± 0.59 2.54 ± 1.62 
20:3n-6 0.60 ± 0.04
a
 0.62 ± 0.42
a
 0.78 ± 0.19
a
 1.39 ± 0.26
b
 
20:4n-6 4.05 ± 0.73
a
 6.58 ± 0.79
b
 5.83 ± 0.97
b
 2.65 ± 0.57
a
 
20:5n-3 0.76 ± 0.11 0.34 ± 0.17 0.53 ± 0.26 0.80 ± 0.63 
22:5n-3 0.73 ± 0.26
a
 0.67 ± 0.28
a
 0.69 ± 0.23
a
 0.19 ± 0.18
b
 
22:6n-3 1.06 ± 0.34 1.38 ± 0.20 1.03 ± 0.63 0.93 ± 0.49 
Total 100.01 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.01 ± 0.01 
  ( nmol / g liver ) 
16:0 213.43 ± 12.12
ab
 273.05 ± 32.22
ac
 141.33 ± 31.30
b
 335.11 ± 75.89
c
 
16:1n-7 18.45 ± 7.04
ab
 40.63 ± 8.80
a
 11.06 ± 4.07
b
 72.14 ± 15.83
c
 
18:0 154.18 ± 9.33
a
 159.78 ± 13.10
a
 86.68 ± 11.93
b
 146.14 ± 32.55
a
 
18:1n-9 100.09 ± 17.70
ab
 151.96 ± 34.00
a
 72.57 ± 17.10
b
 227.18 ± 56.91
c
 
18:1n-7 29.74 ± 3.47
a
 64.62 ± 15.12
b
 35.65 ± 7.29
a
 67.36 ± 8.93
b
 
18:2n-6 218.47 ± 28.70 267.40 ± 57.72 262.67 ± 41.50 255.46 ± 29.22 
18:3n-3 5.39 ± 4.40 6.06 ± 4.39 8.65 ± 5.73 14.32 ± 16.00 
20:3n-9 30.17 ± 16.52 24.97 ± 19.20 23.86 ± 3.10 31.76 ± 23.03 
20:3n-6 4.97 ± 0.37
a
 7.00 ± 5.09
a
 5.52 ± 1.70
a
 16.63 ± 2.22
b
 
20:4n-6 33.32 ± 4.14
a
 71.25 ± 11.48
b
 41.62 ± 12.10
a
 31.76 ± 6.12
a
 
20:5n-3 6.32 ± 1.32 3.87 ± 2.53 3.59 ± 1.68 10.06 ± 9.02 
22:5n-3 5.98 ± 1.79
ab
 7.51 ± 3.86
a
 5.03 ± 2.38
ab
 2.12 ± 1.99
b
 
22:6n-3 6.86 ± 5.09 14.75 ± 0.87 7.12 ± 4.81 11.15 ± 5.92 
Total 827.36 ± 76.73
ab
 1086.37 ± 167.42
ac
 706.56 ± 121.58
b
 1220.88 ± 226.68
c
 
 
Values represent mean ± SD (n=4). Differences in horizontal means without a common superscript (a, b, c) are 
significant (p＜0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p＞0.05). 
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Table 3-5  Fatty acid profile of hepatic PL of GK and ZF rats 
 
  WI GK ZL ZF 
  ( mol % ) 
16:0 21.24 ± 0.75
a
 19.49 ± 0.70
b
 20.71 ± 0.95
ab
 20.32 ± 0.89
ab
 
16:1n-7 0.85 ± 0.11
a
 1.15 ± 0.15
b
 0.67 ± 0.12
a
 2.30 ± 0.21
c
 
18:0 21.17 ± 0.58
a
 21.89 ± 0.26
a
 22.14 ± 0.73
a
 24.59 ± 1.47
b
 
18:1n-9 3.47 ± 0.22
a
 2.94 ± 0.20
b
 3.62 ± 0.17
a
 5.31 ± 0.32
c
 
18:1n-7 4.10 ± 0.36
a
 5.00 ± 0.19
b
 3.17 ± 0.44
c
 3.26 ± 0.68
c
 
18:2n-6 18.34 ± 0.82
a
 11.96 ± 0.52
b
 20.24 ± 0.98
c
 19.43 ± 1.18
ac
 
18:3n-3 0.21 ± 0.13
a
 0.07 ± 0.01
b
 0.12 ± 0.01
ab
 0.09 ± 0.02
b
 
20:3n-9 0.15 ± 0.03
a
 0.16 ± 0.02
a
 0.42 ± 0.11
b
 0.35 ± 0.06
b
 
20:3n-6 1.34 ± 0.19
a
 1.19 ± 0.17
a
 1.10 ± 0.12
a
 3.29 ± 0.21
b
 
20:4n-6 21.40 ± 1.03
a
 27.47 ± 1.30
b
 21.21 ± 0.99
a
 13.51 ± 0.40
c
 
20:5n-3 1.16 ± 0.11
a
 0.74 ± 0.17
b
 1.01 ± 0.13
ab
 1.48 ± 0.25
c
 
22:5n-3 1.30 ± 0.14
ab
 1.53 ± 0.09
a
 1.20 ± 0.13
b
 1.10 ± 0.18
b
 
22:6n-3 5.29 ± 0.43
a
 6.43 ± 0.32
b
 4.40 ± 0.49
a
 4.97 ± 0.84
a
 
Total 100.01 ± 0.01 100.01 ± 0.02 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.01 
  ( μmol / g liver ) 
16:0 11.60 ± 0.69
a
 9.63 ± 0.29
b
 13.04 ± 0.59
c
 12.30 ± 0.60
ac
 
16:1n-7 0.46 ± 0.06
a
 0.56 ± 0.07
a
 0.42 ± 0.09
a
 1.39 ± 0.10
b
 
18:0 11.55 ± 0.33
a
 10.82 ± 0.37
a
 13.95 ± 0.79
bc
 14.91 ± 1.20
c
 
18:1n-9 1.89 ± 0.12
a
 1.46 ± 0.12
b
 2.28 ± 0.14
c
 3.22 ± 0.22
d
 
18:1n-7 2.24 ± 0.26 2.47 ± 0.07 2.01 ± 0.35 1.97 ± 0.39 
18:2n-6 10.02 ± 0.79
a
 5.91 ± 0.29
b
 12.74 ± 0.51
c
 11.76 ± 0.67
c
 
18:3n-3 0.12 ± 0.07
a
 0.04 ± 0.01
b
 0.08 ± 0.01
ab
 0.06 ± 0.01
ab
 
20:3n-9 0.08 ± 0.02
a
 0.08 ± 0.01
a
 0.27 ± 0.08
b
 0.21 ± 0.04
b
 
20:3n-6 0.73 ± 0.12
a
 0.59 ± 0.09
a
 0.69 ± 0.09
a
 2.00 ± 0.16
b
 
20:4n-6 11.66 ± 0.30
a
 13.57 ± 0.77
b
 13.39 ± 1.20
b
 8.19 ± 0.46
c
 
20:5n-3 0.64 ± 0.08
a
 0.37 ± 0.09
b
 0.64 ± 0.07
a
 0.90 ± 0.15
c
 
22:5n-3 0.71 ± 0.09 0.76 ± 0.05 0.75 ± 0.07 0.67 ± 0.12 
22:6n-3 2.88 ± 0.25 3.18 ± 0.19 2.78 ± 0.39 3.02 ± 0.57 
Total 54.58 ± 2.08
a
 49.41 ± 1.20
b
 63.02 ± 3.00
c
 60.58 ± 2.20
c
 
 
Values represent mean ± SD (n=4). Differences in horizontal means without a common superscript (a, b, c) are 
significant (p＜0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p＞0.05). 
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Table 3-6  Fatty acid profile of hepatic CE of GK and ZF rats 
 
 
WI GK ZL ZF 
  ( mol % ) 
16:0 26.04 ± 3.21
a
 25.02 ± 2.48
a
 43.16 ± 5.30
b
 37.55 ± 7.16
b
 
16:1n-7 4.82 ± 0.76
a
 6.23 ± 0.48
ac
 2.42 ± 0.63
b
 7.13 ± 2.14
c
 
18:0 11.76 ± 2.79 12.63 ± 2.62 11.34 ± 2.03 10.28 ± 1.75 
18:1n-9 20.28 ± 5.16 16.42 ± 3.36 14.84 ± 3.15 15.63 ± 2.84 
18:1n-7 2.80 ± 0.56 2.77 ± 0.35 2.11 ± 0.28 2.55 ± 0.80 
18:2n-6 17.08 ± 1.97
a
 13.04 ± 1.02
b
 14.76 ± 2.25
ab
 8.99 ± 0.93
c
 
18:3n-3 2.46 ± 0.66
a
 2.54 ± 0.43
a
 0.00 ± 0.00
b
 0.33 ± 0.47
b
 
20:3n-9 8.41 ± 2.33
ac
 8.71 ± 2.44
a
 2.91 ± 0.51
b
 4.86 ± 2.62
bc
 
20:3n-6 0.04 ± 0.04
a
 0.02 ± 0.03
a
 0.16 ± 0.03
b
 0.35 ± 0.06
c
 
20:4n-6 5.10 ± 0.85
a
 9.37 ± 1.78
b
 5.76 ± 1.11
a
 6.28 ± 2.94
ab
 
20:5n-3 0.97 ± 0.27 2.86 ± 3.72 1.77 ± 0.35 2.12 ± 0.81 
22:5n-3 0.05 ± 0.13
a
 0.00 ± 0.00
a
 0.75 ± 0.19
b
 0.44 ± 0.22
c
 
22:6n-3 0.20 ± 0.28 0.40 ± 0.12 0.65 ± 0.35 4.14 ± 4.55 
Total 99.99 ± 0.01 100.00 ± 0.01 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.01 
  ( nmol / g liver ) 
16:0 364.40 ± 81.30
a
 293.38 ± 33.77
a
 695.74 ± 117.60
b
 997.19 ± 314.15
b
 
16:1n-7 67.67 ± 17.84
a
 73.30 ± 10.32
a
 40.70 ± 17.09
a
 200.91 ± 105.17
b
 
18:0 165.82 ± 57.99
a
 147.94 ± 29.02
a
 180.11 ± 17.70
a
 266.52 ± 47.50
b
 
18:1n-9 297.75 ± 141.13
ab
 192.79 ± 39.32
a
 245.90 ± 82.17
ab
 427.61 ± 175.29
b
 
18:1n-7 39.68 ± 12.72
ab
 32.55 ± 4.64
a
 34.67 ± 9.61
a
 72.32 ± 38.91
b
 
18:2n-6 242.91 ± 68.54 154.28 ± 26.12 243.70 ± 71.11 243.72 ± 77.62 
18:3n-3 36.05 ± 15.20
a
 30.62 ± 10.06
a
 0.00 ± 0.00
b
 8.70 ± 12.17
b
 
20:3n-9 119.73 ± 47.50
a
 105.25 ± 42.03
ab
 47.30 ± 11.95
b
 117.70 ± 41.16
a
 
20:3n-6 0.58 ± 0.67
ab
 0.24 ± 0.38
a
 2.68 ± 0.74
b
 9.11 ± 2.53
c
 
20:4n-6 71.66 ± 19.52
a
 110.98 ± 25.94
ab
 94.24 ± 27.60
ab
 166.52 ± 73.72
b
 
20:5n-3 13.93 ± 6.32 38.07 ± 56.64 28.91 ± 7.95 59.28 ± 36.71 
22:5n-3 0.45 ± 1.10
a
 0.00 ± 0.00
a
 12.04 ± 2.95
b
 11.43 ± 5.08
b
 
22:6n-3 3.18 ± 5.14
a
 4.54 ± 1.27
a
 10.87 ± 6.67
a
 109.50 ± 107.67
b
 
Total 1423.80 ± 374.98
a
 1183.94 ± 191.73
a
 1627.63 ± 304.32
a
 2675.01 ± 712.29
b
 
 
Values represent mean ± SD (n=4). Differences in horizontal means without a common superscript (a, b, c) are 
significant (p＜0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p＞0.05). 
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Fig. 3-5  Differences in content of fatty acids in hepatic lipids between GK and WI rats and between ZF and ZL 
rats. A: Total lipid (μmol/g liver), B: TAG (μmol/g liver), C: DAG (nmol/g liver), D: PL (μmol/g liver). With 
regard to each fatty acid, differences in content between the means of WI and GK rats and between the means of 
ZL and ZF rats were calculated from the data in Table 3-3 (A), 3-4 (B), 3-5 (C), 3-6 (D). 
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4）脂肪酸鎖伸長反応 
  
Fig. 3-3 に示すように、MUFA の中でも 18:1n-9 と 18:1n-7 の合成には、SCD に加えて脂肪酸鎖伸長酵
素である palmitoyl-CoA chain elongase（PCE）または palmitoleoyl-CoA chain elongase（POCE）が必要で
ある。そこで、PCE および POCE の活性を、肝臓ミクロソームを用いて測定した。パルミトイル-CoA
を基質に用いて PCE 活性を測定したところ、Fig. 3-6 A に示すように、GK ラットは WI ラットに比べて
1.36 倍有意に高かった。一方、ZF ラットの PCE 活性は ZL ラットに比べ、2.50 倍と顕著に高かった。
WI ラットと ZL ラットの活性には差異は認められなかったが、GK ラットは ZFラットに比べ 37％活性
が低かった。また、パルミトオレオイル-CoA を基質に用いて POCE 活性を測定したところ、4 群間に大
きな違いはみられなかった（Fig. 3-6 B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-6  Activities of PCE (A) and POCE (B) in hepatic microsomes of GK and ZF rats.Values represent mean ± 
SD (n = 4). 
a, b, c 
Differences without a common superscript are statistically significant (p < 0.05).  
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a 
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5）MUFA 代謝にかかわる酵素の遺伝子の発現 
 
GK ラット、ZFラットおよびそれぞれの対照群の、MUFA 組成を制御する酵素の遺伝子の発現につい
てリアルタイム PCR を用いて測定した（Fig. 3-7）。まず、SCD をコードする遺伝子である SCD1 の mRNA
レベルは、GK ラットおよび ZFラットでそれぞれの対照群の 1.92 倍および 8.89 倍と有意に高かった。
ZF ラットは GK ラットの 1.69 倍高かった。SCD をコードするもう一つの遺伝子である SCD2 の mRNA
レベルについては、4 群間で大きな差異はみられなかった。脂肪酸鎖伸長酵素をコードする遺伝子は fatty 
acid elongase（Elovl）と命名され、ラットの PCE と POCE には Elovl6 および Elovl5 遺伝子の発現が関与
している（Fig. 3-3）。ZF ラットにおける Elovl6 の mRNA 発現が ZL ラットに比べて 29.3 倍と顕著に高
いのに対し、GK ラットでは WI ラットとほぼ同じであった。GK ラットの Elovl6 は ZFラットのわずか
5.6％しか発現していなかった。Elovl5 の発現については、GK ラットは WI ラットに比べ 1.58 倍有意に
高いが、ZF ラットでは対照群との間に差はみられなかった。GK ラットの Elovl5 は ZF ラットの 2.1 倍
高く発現していた。 
 
6）多価不飽和脂肪酸のプロファイリング 
 
Table 3-2 に示した脂肪酸組成において、多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid、PUFA）につい
てみると、ZF ラットでは対照群と比較して PUFA 組成が大きく異なっていた。ZF ラットのアラキドン
酸（20:4n-6）およびリノール酸（18:2n-6）は、ZL ラットのそれぞれ 40%および 61%に減少していたが、
8, 11, 14-エイコサトリエン酸（20:3n-6）は 1.79 倍高かった。肝臓重量あたりの脂肪酸量で示すと、ZF
ラットと ZL ラットの 18:2n-6 には違いはみられなかった（23.1 および 25.0 μmol/g liver）が、ZFラット
の 20:4n-6 は ZL ラットに比べて 30% 減少し、20:3n-6 は 3.16 倍高かった（Table 3-2、Fig. 3-5 A）。一方、
GK ラットと WI ラットについては、GK ラットの 18:2n-6 の割合は WI ラットの 80％であったが、20:4n-6
と 20:3n-6 については大きな違いはみられなかった（Table 3-2）。PL の PUFA 組成については、ZFラッ
トの 20:4n-6 は ZL ラットに比べて、割合および肝臓重量あたりの含量ともに、ZL ラットの 60％程度ま
で低下していた。GK ラットの 20:4n-6 は、割合および肝臓重量あたりの含量ともに WI ラットに比べて
有意に高かった。一方、18:2n-6 については、ZF ラットと ZL ラットの間には差がみられなかったが、
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GK ラットと WI ラットの間に変動がみられた。GK ラットでは、18:2n-6 の割合および肝臓重量あたり
の含量ともに、WI ラットの 60％程度まで低下していた（Table 3-5、Fig. 3-5 D）。TAG、DAG および CE
中の PUFA 含量は著しく低いことを考えると、総脂質でみられた PUFA の組成の変化は、主に PL にお
ける変化によるものだと考えられた（Fig. 3-5）。そこで、PUFA 合成に関連する脂肪酸不飽和化酵素の
遺伝子発現について調べたところ、fatty acid desaturase 1（Fads1）の mRNA レベルは、GK ラットで WI
ラットの 1.84 倍高いのに対し、ZF ラットでは ZL ラットの 31％しかなく、GK ラットの 18％と著しく
低いレベルであった。Fads2 については、ZFラットの mRNA レベルは ZL ラットの 79％および GK ラッ
トの 54％であったが、Fads1 に比べ、4 群間で大きな違いはみられなかった（Fig. 3-7）。 
 
7）小括 
 
 本節における検討によって、GK ラットは非肥満であるにもかかわらず肝臓の SCD 活性が高いこと、
SCD の生成物である 18:1n-9 の肝臓の総脂質に占める割合は、SCD 活性から推定される値に比して著し
く少ないことが判明した。また、GK ラットの肝臓では、SCD1 の mRNA 発現レベルは高いが Elovl6 の
mRNA 発現レベルは低く、SCD と PCE の両遺伝子の発現が同調していないことが明らかとなった。ZF
ラットでは PUFA 生合成経路に異常が生じ、その結果 PUFA プロファイルに変化がみられたが、GK ラ
ットでは PUFA 生合成と PUFA プロファイルには ZF ラットに比べ、大きな変化はみられなかった。 
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Fig. 3-7  Levels of mRNA encoding SCD1, SCD2, Elovl5, Elovl6, Fads1 and Fads2 in the liver of GK and ZF 
rats. Values represent mean ± SD (n = 4). 
a, b, c 
Differences without a common superscript are statistically 
significant (p < 0.05). If no superscript appears, the differences in the means are not significant (p > 0.05). 
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第 2 節 GK ラットの肝臓脂肪酸プロファイルの制御メカニズムの解析 
 
肝臓における SCD および PCE タンパク質の発現には、SCD1 と Elovl6 の寄与が大きく、両者とも転
写因子である PPARα、ChREBP、SREBP-1c および LXRα による発現調節を介して制御されていると考
えられている［38］。SCD と PCE 活性は摂食制限、炭水化物摂取、脂肪の摂取などの種々の生理状態
において大きく変動するが、両者の変動は連動している。このため、SCD1 と Elovl6 は上述した転写因
子のいずれか、またはそれらの組み合わせによって、同調的に制御されると信じられてきた。しかしな
がら、本章第 1 節において、GK ラットの肝臓では、両遺伝子の発現は同調していないことが明らかに
なり、GK ラットの肝臓では、SCD1 または Elovl6、もしくは両者に関して、通常とは異なる発現調節が
働いていると推察された。そこで、本節では、SCD1 および Elovl6 の発現調節に関わる転写因子を人為
的に変動させた時の SCD1 および Elovl6 の遺伝子の発現変動を調べ、GK ラットにおける両遺伝子の発
現調節について解析することを試みた。 
 
1）SCD1 および Elovl6 の発現調節に関わる転写因子の人為的操作に対する両遺伝子の発現応答 
  
 SCD1 および Elovl6 の発現調節に関わる転写因子には、PPARα、ChREBP、SREBP-1c および LXRα が
あり、これらの活性化または抑制を起こす条件が知られている。そこで、PPARα のアゴニストであるベ
ザフィブラート、ChREBP を介した転写活性化を促す高フルクトース食［37, 41］、SREBP-1c の活性を
抑制することが報告されている魚油［98］、魚油の対照群であるトリオレインおよび LXR のアゴニス
トである T0901317［15］をラットに与え、SCD1 および Elovl6 の発現の応答性を解析した。WI ラット
の非投与群を 1 として比較した遺伝子発現量を Table 3-7 A に、WI ラットおよび GK ラットのそれぞれ
の非投与群を 1 として比較した遺伝子発現量を Table 3-7 B に示した。 
 
（1）PPARα の人為的操作 
第 2 章第 3 節で用いた、ベザフィブラート（100 mg/kg 体重）を 1 日 1 回 7 日間経口投与した WI ラ
ットおよび GK ラットについて、肝臓における遺伝子発現を調べた。ベザフィブラート投与により、WI
ラットおよび GK ラットの Acot1 の発現が、それぞれの非投与群に比べて 21.9 倍および 31.6 倍に上昇し
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た。SCD1 の遺伝子発現は、それぞれの非投与群に対して WI ラットで 3.04 倍および GK ラットで 1.92
倍高くなった。Elovl6 遺伝子の発現については、WI ラットおよび GK ラットは非投与群に対してそれぞ
れ 2.94 倍および 4.19 倍高くなった（Table 3-7 B）。 
 
（2）ChREBP の人為的操作 
 WI ラットおよび GK ラットにフルクトース 62.55％（w/w）の混餌を 14 日間与えたときの、肝臓に
おける遺伝子発現を調べた。WI ラット、GK ラットともに、それぞれの非投与群に比べて ChREBP の遺
伝子発現が約 1.3 倍に上昇した。SCD1 遺伝子の発現は、WI ラットおよび GK ラットではそれぞれ非投
与群に比べ、2.78倍および 3.74倍、Elovl6遺伝子の発現は 8.04倍および 27.5倍高くなった（Table 3-7 B）。 
 
（3）SREBP-1c の人為的操作 
WI ラットおよび GK ラットに魚油 20%（w/w）またはトリオレイン 20％（w/w）の混餌を 28 日間与
えたときの、肝臓における遺伝子発現を調べた。WI ラットおよび GK ラットの SCD1 遺伝子の発現は
それぞれの非投与群に比べ、魚油投与では 0.33 倍および 0.94 倍、トリオレイン投与では 2.08 倍および
2.98 倍であった。WI ラットおよび GK ラットの Elovl6 遺伝子の発現はそれぞれの非投与群に比べ、魚
油投与では 1.14 倍および 2.19 倍、トリオレイン投与では 7.97 倍および 15.9 倍であった。魚油投与群で
は WI ラットおよび GK ラットの Acot1 の発現が非投与群に比べてそれぞれ、16.2 倍および 11.1 倍に上
昇したが、SREBP-1c の発現に変化はみられなかった。一方、トリオレイン投与群では Acot1 遺伝子発
現の目立った上昇はみられなかったが、WI ラットおよび GK ラットの SREBP-1c の発現が非投与群に比
べて、それぞれ 2.33 倍および 3.65 倍に上昇した（Table 3-7 B）。 
 
（4）LXRα の人為的操作 
 WI ラットおよび GK ラットに T0901317 の 0.005%（w/w）混餌を 7 日間与えたときの、肝臓における
遺伝子発現を調べた。それぞれ非投与群に比べ、SCD1 遺伝子の発現は、WI ラットで 6.31 倍および GK
ラットで 5.68 倍、Elovl6 遺伝子の発現は WI ラットで 31.7 倍および GK ラットで 60.1 倍高くなった。ま
た、WI ラット、GK ラットともに、SREBP-1c、ChREBP および Acot1 の遺伝子発現が上昇した。Acot1
遺伝子の発現は、WI ラットで 10.6 倍および GK ラットで 8.87 倍であった（Table 3-7 B）。
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Table 3-7  Effect of artificial manipulations on mRNA expression in the liver of WI and GK rats 
 
A  Comparison with non-treated WI rats 
 
 
SCD1 Elovl6 Acot1 SREBP-1c ChREBP 
WI 
    
 
Non-treated 1.00 ± 0.29 1.00 ± 0.50 1.00 ± 0.22 1.00 ± 0.35 1.00 ± 0.21 
Bezafibrate 3.04 ± 0.62
***
 2.94 ± 1.13
*
 21.87 ± 8.89
*
 2.49 ± 0.84
***
 1.05 ± 0.10 
Fructose 2.78 ± 1.11
** 
 8.04 ± 5.75
*
 1.18 ± 0.61 1.04 ± 0.58 1.29 ± 0.21
*
 
Fish oil 0.33 ± 0.16
**
 1.14 ± 0.39 16.21 ± 1.60
***
 0.92 ± 0.21 0.87 ± 0.14 
Triolein 2.08 ± 0.95
*
 7.97 ± 3.32
**
 2.21 ± 0.31
***
 2.33 ± 0.20
***
 1.19 ± 0.22 
T0901317 6.31 ± 0.27
***
 31.73 ± 14.70
**
 10.60 ± 2.43
***
 5.42 ± 1.43
**
 1.51 ± 0.19
***
 
GK 
    
 
Non-treated 1.93 ± 0.29 1.21 ± 0.34 1.46 ± 0.31 0.57 ± 0.32 0.86 ± 0.15 
Bezafibrate 3.71 ± 0.68
###
 5.05 ± 1.47
#
 46.32 ± 13.83
##
 0.70 ± 0.28 1.15 ± 0.02
***
 
Fructose 7.21 ± 1.80
##
 33.14 ± 11.42
##
 1.64 ± 0.73 1.09 ± 0.10
#
 1.09 ± 0.19
#
 
Fish oil 1.82 ± 0.38 2.64 ± 1.47 16.31 ± 2.13
###
 0.89 ± 0.18 0.71 ± 0.11 
Triolein 5.74 ± 1.57
##
 19.20 ± 7.02
##
 2.28 ± 0.35
#
 2.09 ± 0.61
###
 0.91 ± 0.17 
T0901317 10.96 ± 1.87
###
 72.39 ± 12.91
###
 12.98 ± 1.56
###
 5.50 ± 1.10
###
 1.18 ± 0.07
##
 
 
 
B  Comparison with respective non-treated rats 
 
 
SCD1 Elovl6 Acot1 SREBP-1c ChREBP 
WI 
    
 
Non-treated 1.00 ± 0.29 1.00 ± 0.50 1.00 ± 0.22 1.00 ± 0.35 1.00 ± 0.21 
Bezafibrate 3.04 ± 0.62
***
 2.94 ± 1.13
*
 21.87 ± 8.89
*
 2.49 ± 0.84
***
 1.05 ± 0.10 
Fructose 2.78 ± 1.11
** 
 8.04 ± 5.75
*
 1.18 ± 0.61 1.04 ± 0.58 1.29 ± 0.21
*
 
Fish oil 0.33 ± 0.16
**
 1.14 ± 0.39 16.21 ± 1.60
***
 0.92 ± 0.21 0.87 ± 0.14 
Triolein 2.08 ± 0.95
*
 7.97 ± 3.32
**
 2.21 ± 0.31
***
 2.33 ± 0.20
***
 1.19 ± 0.22 
T0901317 6.31 ± 0.27
***
 31.73 ± 14.70
**
 10.60 ± 2.43
***
 5.42 ± 1.43
**
 1.51 ± 0.19
***
 
GK 
    
 
Non-treated 1.00 ± 0.15 1.00 ± 0.28 1.00 ± 0.21 1.00 ± 0.56 1.00 ± 0.18 
Bezafibrate 1.92 ± 0.35
###
 4.19 ± 1.22
#
 31.66 ± 9.45
##
 1.22 ± 0.49 1.33 ± 0.02
***
 
Fructose 3.74 ± 0.94
##
 27.50 ± 9.48
##
 1.12 ± 0.50 1.90 ± 0.17
#
 1.26 ± 0.22
#
 
Fish oil 0.94 ± 0.20 2.19 ± 1.22 11.14 ± 1.45
###
 1.55 ± 0.31 0.82 ± 0.13 
Triolein 2.98 ± 0.82
##
 15.93 ± 5.82
#
 1.56 ± 0.24
#
 3.65 ± 1.07
###
 1.05 ± 0.20 
T0901317 5.68 ± 0.97
###
 60.06 ± 10.71
###
 8.87 ± 1.06
###
 9.61 ± 1.92
###
 1.36 ± 0.09
##
 
 
Values represent means ± SD (n = 4–8). 
*, **, ***
 Significantly different from WI non-treated rats (
*
p < 0.05; 
**
p < 
0.01; 
***
p < 0.001).
 #, ##, ###
 Significantly different from GK non-treated rats (
#
p < 0.05; 
##
p < 0.01; 
###
p < 0.001). In 
the absence of a superscript, the differences in the means are not significant (p > 0.05). 
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2）人為的操作に対する応答の比較 
 
人為的操作による SCD1 および Elovl6 の遺伝子発現レベルの変動を評価するために、Table 3-7 B に示
した、WI ラットおよび GK ラットそれぞれの非投与群を 1 としたときの人為的操作群の遺伝子発現レ
ベルをグラフに示した（Fig. 3-8）。ベザフィブラート、フルクトース、トリオレインおよび T0901317
投与では、程度の差はあるものの、すべて SCD1 および Elovl6 の発現を上昇させた。一方、魚油投与に
ついては、SCD1の発現がWIラットでは抑制したのに対し、GKラットではその抑制がみられなかった。
Elovl6 の発現については、魚油投与群と非投与群との間で差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-8  Response of mRNA expression of SCD1 (A and B) and Elovl6 (C and D) to artificial manipulations in 
the liver of WI and GK rats. Non-treated and fish oil groups in panel A and C are emphasized in panel B and D. 
( A )  SCD1 ( B )  SCD1 
( C )  Elovl6 ( D )  Elovl6 
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3）小括 
 
PPARα、ChREBP、SREBP-1c および LXRα を人為的に操作すると、GK ラットの SCD1 および Elovl6
遺伝子の発現は著しく変化したことから、GK ラットは両遺伝子の発現を変動させる能力はもちあわせ
ていることがわかった。また、GK ラットでは魚油投与に対する SCD1 発現の応答性が、WI ラットと異
なる可能性が示唆された。 
 
第 3 節 考察 
 
SCD は Δ9 不飽和化酵素に分類され、16:0 および 18:0 に対して Δ9 位に不飽和結合を導入し、MUFA
である 16:1n-7および 18:1n-9を合成する酵素である（Fig. 3-3）。1 型糖尿病ラット（STZ ラット）の SCD
活性は対照群に比べて低く（Fig. 3-1）、肥満かつ耐糖能異常である ZFラットでは非常に高い値を示した
（Fig. 3-2）。興味深いことに、非肥満 2 型糖尿病モデルである GK ラットの SCD 活性値（k+ = 3.2）は、
対照群よりも 3.6 倍高く、STZ ラットに比べても非常に高かった（Fig. 3-1、3-2）。また、GK ラットの
SCD 活性値は、MUFA が顕著に増加している肥満 2 型糖尿病モデルラットである SHR/NDcp ラット（k+ 
= 3.8）とほぼ同程度であった（Table 3-1）。肝臓の 18:1n-9 および 16:1n-7 の総脂質における割合は ZF ラ
ットでは対照群に比べ著しく高かったが、GK ラットでは予想に反して、これらの割合については対照
群との間に大きな差異は認められなかった（Table 3-2）。そこで、SCD 活性と 18:1n-9 の割合が相関する
かを明らかにするために、ZFラット、SHR/NDcp ラットおよび食餌の脂肪酸組成を変化させたラットの
肝臓における SCD 活性と総脂質中の 18:1n-9 の割合を調べたところ、GK ラットを除く全ての群で良好
な相関が認められた。一方、GK ラットでは、SCD 活性が高いにもかかわらず、18:1n-9 の割合が SCD
活性から期待される値の約 50％しかないことが判明した（Fig. 3-4）。肝臓における TAG の蓄積は、ヒト
のメタボリックシンドロームに特徴的な症状であるが［56］、メタボリックシンドローム患者の肝臓に
おける SCD 活性（血清中の 18:0 に対する 18:1n-9 および 16:0 に対する 16:1n-7 の比率として評価）は健
常人に比べ高いことが報告されている［9, 91］。これまで、ヒトや様々な実験モデルを用いた研究にお
いて、SCD は TAG 蓄積に重要な役割をはたすことが示されており、肥満に関連する因子の一つとして
考えられてきた。しかしながら、本章における検討により、GK ラットは非肥満にもかかわらず、肥満
74 
 
動物に匹敵するほどの高い SCD 活性をもつこと、また、SCD 活性と 18:1n-9 量が相関していないモデル
動物であることが、初めて明らかとなった。 
食事由来で肝臓に取り込まれた脂肪酸およびアセチル CoA から de novo 合成で生成する脂肪酸は、鎖
伸長や不飽和化による修飾を受ける。SCD は肝臓の脂肪酸組成を調節する因子として、これまでよく調
べられてきたが、最近になって脂肪酸鎖伸長酵素の生理的役割も注目されるようになってきた［90］。
本章での検討において、ZF ラットの PCE 活性は対照群に比して著しく高いが、GK ラットの PCE 活性
は対照群に比べてわずかに上昇しているにすぎなかった（Fig. 3-6 A）。POCE 活性に関しては、GK ラッ
ト、ZFラットおよびそれぞれの対照群との間に、大きな差異はみられなかった（Fig. 3-6 B）。 
ラットの肝臓では、2 つの遺伝子（SCD1、SCD2）が SCD をコードしており［99］、SCD1 は ZF ラ
ットや SHR/NDcp ラットのような肥満モデル動物の肝臓で高く発現している［29, 68, 85, 87］。本章で
の検討においても、ZFラットでは以前報告された知見と一致して［87］、SCD1 発現は、対照群に比べ
て著しく高く、GK ラットにおいても対照群に比べて約 2 倍高いことが分かった（Fig. 3-7）。Elovl に関
しては、ZFラットにおいて Elovl6 の発現が非常に高いのに対し、GK ラットでの発現は対照群と変わら
ず、ZF ラットの 5.6％という低いレベルであった。Elovl5 については、GK ラットでは対照群に比べて
発現が有意に高く、この値は ZF ラットの約 2 倍であった（Fig. 3-7）。Elovl6 の遺伝子産物は 16:0 に対
して選択性が高く、一方、Elovl5 の遺伝子産物は 16:1n-7 を基質として 18:1n-7 を合成する傾向にあるこ
とが報告されている［13, 90］。Tanaka らは、この結果をふまえた検討により、PCE は Elovl6 産物で構
成され、POCE は大部分が Elovl5 産物であるが、一部は Elovl6 産物によっても構成されている可能性を
示唆している［85］。この仮説に基づくと、ZFラットにおいては、SCD1 と Elovl6 遺伝子の発現上昇に
よって SCD と PCE 活性は高く、その結果、18:1n-9 と 16:1n-7 の割合および含量は顕著に高くなるが、
Elovl5 遺伝子の発現は対照群と変わらないため、POCE 活性には変化はみられず、18:1n-7 の割合と含量
はやや高くなる程度にとどまっていると考えられた（Fig. 3-9 B）。一方、GK ラットでは SCD1 遺伝子の
発現上昇により SCD 活性が高くなっていたが、Elovl に関しては Elovl6 の遺伝子発現が亢進していない
ため、PCE 活性も対照群と大きな差はみられなかった。その結果、18:1n-9 の割合と含量は対照群とほ
とんど変わらないのだと考えられる（Fig.3-9 A）。また、GK ラットでは SCD 活性が高いにもかかわら
ず、16:1n-7 の割合および含量は対照群と変わらないレベルであった（Table 3-2）。そこで、16:1n-7 およ
び 18:1n-9 の基質となる 16:0 含量に注目すると、GK ラットおよび ZFラットではそれぞれ 23.87 および
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58.46 μmol/g liver であり、それぞれの対照群との差も ZFラットでは GK ラットに比べ著しく大きかった
（Table 3-2）。GK ラットと ZFラットの SCD 活性値はほぼ同程度であるのに対し、MUFA の組成が大き
く異なるのは、この SCD 活性の基質である 16:0 の含量の違いに起因する可能性が考えられる。 
本章の検討で用いた ZFラットの肝臓では、SCDおよび PCE活性がともに上昇していた（Fig. 3-2、3-6）。
また、SHR/NDcp ラットについても同様の結果が報告されている［85］。興味深いことに、Elovl6 ノッ
クアウトマウスの肝臓では SCD1 遺伝子の発現が低下しており［60］、一方、肝臓特異的 SCD1 ノック
アウトマウスでは Elovl6 の発現が低下していることが明らかとなっている［63］。これら 2 つの酵素タ
ンパク質が共に ER 画分に局在すること、遺伝子の構造や機能が似ていることから考えると、Matsuzaka
と Shimano が報告したように、SCD1 と Elovl6 の遺伝子の祖先は同じである可能性も考えられ、SCD1
と Elovl6 は密接に関係していることが推察できる［59］。このような背景を考えると、GK ラットの肝
臓における SCD1 と Elovl6 の発現パターンは例外的かつ意外性のあるケースであり、SCD1 と Elovl6、
もしくはそのどちらかに関して、通常とは異なる方法で発現調節されていると考えられる。そこで、そ
の調節のメカニズムを解析する目的で、SCD1 と Elovl6 の発現調節に関わる転写因子を人為的に変動さ
せて、SCD1 と Elovl6 の応答を調べたところ、GK ラットでは魚油投与に対する SCD1 の応答性が WI
ラットと異なる可能性が示唆された（Fig. 3-8）。魚油に多く含まれる n-3 系列の PUFA は、SREBP-1c の
前駆体タンパク質の分解を抑制し、成熟型タンパク質を減少させることで脂肪酸合成酵素の遺伝子発現
を抑制することが明らかとなっている［16］。魚油の投与により、WI ラットでは SCD1 遺伝子の発現
が大きく低下したのに対し、GK ラットでは変化がみられなかった。一方、WI ラットと GK ラットのト
リオレイン投与群では、SREBP-1c の発現上昇がみられ、SCD1 の遺伝子発現応答は他の操作と同じよう
に上昇傾向にあった（Table 3-7）。このことから、GK ラットの肝臓では、SCD1 が SREBP-1c の抑制機
構に応答していない可能性が考えられる。その原因としては、SREBP-1c の抑制過程そのものに異常が
ある可能性、または他の転写因子、特に GK ラットで発現の上昇がみられた PPARα の発現亢進方向の制
御が強いため、SREBP-1c による抑制効果が相殺されている可能性が予想される。SREBP-1c は
phosphoinositide 3-kinase（PI3K）経路を介した protein kinase C λ、protein kinase C ζ および protein kinase B
の活性化をはじめとする、いくつかのインスリンシグナル経路により誘導または活性化され、脂質代謝
関連遺伝子のプロモーター領域にある sterol regulatory sequence または E-Box に結合し、発現を誘導する
［95］。Sajanらは、GKラットの肝臓ではインスリンまたは摂食による insulin receptor substrate-1（IRS-1）
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/PI3K の活性化が誘導されないため protein kinase B の活性化が起こらないが、IRS-2/PI3K の活性化
能は保持されており、protein kinase C の活性化を介して SREBP-1c の遺伝子発現および核移行を上昇
させること、また絶食時においても GKラットの SREBP-1c の遺伝子発現および核移行は抑制されない
ことを報告しており［76］、実際、GKラットのインスリンシグナル経路を介した SREBP-1c の発現お
よび活性化の誘導の調節過程に異常があることが示されている。しかしながら、SRRBP-1c の転写活性
化に対する SCD1とElovl6の発現調節の違いに関する詳細な解析については、今後の検討課題である。 
ZF ラットの肝臓では PUFA 組成に変動がみられ、総脂質に占める 20:4n-6 の割合が対照群に比べて
60％低下していた（Table 3-2）。18:2n-6 から γ-リノレン酸（18:3n-6）への変換は Fads2 遺伝子にコード
されている Δ6 不飽和化酵素によって行われる。その後、18:3n-6 は Elovl5 にコードされている脂肪酸鎖
伸長酵素によって 20:3n-6 に伸長され、さらに Fads1 にコードされている Δ5 不飽和化酵素によって
20:4n-6 が合成される。このように、n-6 系 PUFA の合成には Δ5 および Δ6 不飽和化酵素が大きく関与し
ている［55］。ZFラットおよび ZL ラットの 18:2n-6 含量は同程度であり、n-6 系 PUFA 合成に使われる
基質の量については両者に差はないが（Table 3-2）、ZFラットの Fads1 遺伝子の発現は ZL ラットに比べ
て顕著に低下していたことから（Fig. 3-7）、ZFラットの肝臓では 20:3n-6 は増加し、20:4n-6 の含量が減
少したと考えられた（Table 3-2、Fig. 3-10 B）。GK ラットの Fads1、Fads2 および Elovl5 の mRNA 発現
は ZFラットよりも有意に高く（Fig. 3-7）、GK ラットの PUFA の代謝では、20:4n-6 の合成が亢進してい
る傾向がみられた（Fig. 3-10 A）。 
本章における検討の結果より、ZF ラットの肝臓では SCD（SCD1）と PCE（Elovl6）の上昇によって
18:1n-9、16:1n-7 および 18:1n-7 が非常に多く存在していることが明らかとなった（Fig. 3-5 A）。16:0 を
はじめとする飽和脂肪酸（saturated fatty acid、SFA）は ER ストレスを惹起することが知られており［3, 
92, 93］、これは肝臓のインスリン抵抗性を引き起こす原因となる［72］。生体内では SFA による脂肪
毒性を回避するために、SFA を TAG という不活性の状態で蓄積させる必要がある。16:0 は単独では TAG
には取り込まれず、SCD1 の発現を上昇させるか、18:1n-9 と共に処理することにより、TAG に取り込ま
れることが報告されている［49］。ZFラットでは、TAG が 18:1n-9 を多く含有することによって、16:0
から 18:1n-9 への合成、TAG としての蓄積および VLDL の肝外への分泌を促進し、その結果 16:0 による
ER ストレスやインスリン抵抗性の惹起を減弱しようとしていると考えられる。一方、PUFA の中でも特
に 20:4n-6 は SREBP-1c の発現を強く抑制することが明らかにされている［45］。また、18:1n-9 につい
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ても PUFA と同様、SREBP-1c を ER 膜に留めておく Insig-1 の発現を上昇させ、SREBP-1c の核型への成
熟を抑制することが見出されている［45］。ZFラットでは対照群に比べて 20:4n-6 量は 30％低く、18:1n-9
量は 5.3 倍高いことから（Table 3-2）、ZF ラットの肝臓では脂肪酸合成の過度な上昇を改善しようとす
る方向に脂肪酸プロファイルが変更されているのかもしれない。 
本章での検討により、GK ラットの肝臓では SCD1 遺伝子の発現は高いが、Elovl6 の発現は低く、両
遺伝子の発現が同調していないことが示された。Elovl6 の発現が亢進していないため、GK ラットでは
18:1n-9 の割合と含量が対照群とほとんど変わらないものと考えられる。これまで、SCD1 または Elovl6
の遺伝子改変動物や細胞がつくられ、これらを用いて解析が行われてきたが、SCD1 と Elovl6 の制御が
同調していない自然発症性動物についての報告はない。本研究で示したGKラットが初めての例である。
これまでは、SCD1 と同調している Elovl6 の発現が肝臓における 18:1n-9 合成に必要とされているかに
ついては、検討されたことがなかったが、本章での検討によって、肝臓での 18:1n-9 の増産には、Elovl6
の発現上昇を伴う SCD1 の発現亢進が必須である可能性が示された。GK ラットにおいても、Elovl6 の
発現が非常に高ければ、18:1n-9 が増産され、TAG がさらに蓄積する可能性が考えられる。 
また、特に非肥満である GK ラットで SCD の活性が上昇したことは非常に興味深いが、この現象が 2
型糖尿病の病態とどのような関係があるのかは現段階では不明であり、病態モデルとしての今後の研究
での検討が期待される。 
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Fig. 3-9  Diagram of enzymes regulating synthesis of 16:1n-7, 18:1n-7 and 18:1n-9 in GK and ZF hepatocyte 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-10  Diagram of enzymes regulating synthesis of 20:3n-6 and 20:4n-6 in GK and ZF hepatocyte 
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総 括 
 
本研究での検討により、各章で以下の諸点が明らかとなった。 
 
第 1 章 
・ GKラットの肝臓では、血清中の FFAの上昇による脂肪酸の TAGへの取り込みおよび TAGの de novo
合成が亢進していることを明らかにした。 
・ GK ラットの肝臓では、PPARα 遺伝子の発現の上昇により、ATGL、CPT1a および PGC1α の発現が
亢進し、さらに脂肪酸の β 酸化能が上昇していることを明らかにした。 
・ これらの結果に基づき、GK ラットの肝臓では、TAG の合成と分解がともに亢進しているが、TAG
蓄積側に少し傾いてバランスを維持していると考えられた。 
・ GK ラットの肝臓では、ATGL 発現の上昇による TAG 分解の亢進により生成した FFA が、PPARα を
持続的に活性化状態にすることによって、PPARα、ATGL および β 酸化系の相互影響によるポジテ
ィブフィードバックループが拡大し、TAG 分解および β 酸化が促進されていることを示唆する結果
を得た。 
 
第 2 章 
・ フェノフィブラート、ベザフィブラートおよびクロフィブリン酸は、肝臓において、ATGL の発現
を誘導することによって TAG 含量の低下を引き起こすことを明らかにした。 
・ 微量の肝臓を用いて、フィブラートの活性化体であるフィブリン酸の肝臓中の濃度を感度よく簡便
に定量する方法を開発した。 
・ 肝臓中のフェノフィブリン酸、ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸は、PPARα を活性化して
ATGL を誘導すること、これら 3 種類のフィブリン酸の 1 分子当たりの PPARα 活性化能はほぼ同一
であることを明らかにした。 
・ ベザフィブリン酸は GK ラットの肝臓において、PPARα の活性化を介して ATGL の発現を誘導し、
肝臓中の TAG を低下させることを明らかにした。 
・ GK ラットの肝臓において、ベザフィブリン酸による ATGL 発現の誘導が、FFA を増加させ、この
80 
 
FFA が PPARα を持続的に活性化状態にすることにより、PPARα、ATGL および β 酸化系の相互影響
によるポジティブフィードバックループがさらに拡大し、TAG 分解および β 酸化が促進されたもの
と考えられた。 
 
第 3 章 
・ GK ラットは非肥満であるにもかかわらず肝臓の SCD 活性が高いこと、それにもかかわらず生成物
である 18:1n-9 の肝臓の総脂質に占める割合は、SCD 活性から推定される値に比して著しく少ない
ことを明らかにした。 
・ GK ラットの肝臓では、SCD1 の mRNA 発現レベルは高いが Elovl6 の mRNA 発現レベルは低く、両
遺伝子の発現が同調していないこと、これが SCD 活性は高いにもかかわらず、18:1n-9 が少ないこ
との原因であることを明らかにした。 
・ GK ラットの肝臓では、PPARα と SREBP-1c による SCD1 遺伝子の発現調節が WI ラットとは異なる
可能性が示唆され、これが SCD1 と Elovl6 が同調的に調節されない原因ではないかと推定した。 
 
以上を総括すると、本研究では、これまで詳細が不明であったGKラットの肝臓における脂肪酸とTAG
代謝の変動を解析し、 
・GK ラットは非肥満にもかかわらず肝臓 TAG が微増している。 
・TAG の合成が亢進しているが、ATGL 発現の上昇により TAG 分解が亢進している。 
・SCD1 と Elovl6 の発現が同調しておらず、その結果、SCD1 の発現が高いにもかかわらず 18:1n-9 含 
量が増えていない。 
という諸点を明らかにした。また、これらの結果を踏まえて、以下の点を推測した。 
・ATGL 発現の亢進が FFA を増加させ、この FFA が PPARα を活性化することにより、ATGL、CPT1a 
 をさらに増産するというポジティブフィードバックループが存在する可能性が示唆された。 
・Elovl6 の発現が非常に高ければ、18:1n-9 が増産され、TAG がさらに蓄積する可能性が示唆された。 
これらの脂質代謝に関する基本的な情報は、今後、GK ラットを非肥満 2 型糖尿病の病態モデルとし
て使用する際に有用なものになると考える。 
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Fig.  Proposed mechanism for TAG and fatty acid metabolism in hepatocytes of GK rats 
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実験の部 
 
第 1 章 試薬 
 
第 1 節 試薬 
 
 ［1-14C］パルミトイル CoA（60 Ci/mol）は Moravek Biochemicals（米国）から入手した。［2-14C］マロ
ニル CoA（55 Ci/mol）、［1-14C］16:0（56 Ci/mol）、［1-14C］18:1n-9（55 Ci/mol）および［1-14C］酢酸（55 
Ci/mol）は American Radiolabeled Chemicals Inc.（米国）から入手した。［カルボキシル-14C］トリオイレ
イン（108.8 mCi/mmol）は Perkin Elmer（米国）から入手後、TLC にて精製したものを使用した。ステ
アロイル CoA、パルミトイル CoA、パルミトオレオイル CoA、マロニル CoA、STZ、牛血清アルブミン
（bovine serum albumin、BSA、essentially fatty acid free）、ハイアミンヒドロキシド、ベザフィブラート、
クロフィブリン酸、フェノフィブラート、アプロチニン、ベスタチン､アンチパイン、ホスファチジル
コリン（phosphatidylcholine、PC（卵黄由来））、ホスファチジルイノシトール（phosphatidylinositol、PI
（大豆由来））、トリオレイン、BrMDMC は Sigma-Aldrich Japan から購入した。抗 ATGL（F-7）マウス
モノクローナル IgG 抗体は Santa Cruz Biotechnology（米国）、抗マウス IgG HRP 結合抗体は Cell signaling 
Technology（米国）から購入した。Nicotinamide adenine dinucleotide reduced（NADH）および nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate reduced（NADPH）はオリエンタル酵母から購入した。トリトン X-100、ト
リトン WR1339、ロイペプチンおよびペプスタチンはナカライテスクより購入した。ノナデカノイン酸、
コレステリルヘプタデカノアートおよびトリヘプタデカノインは Nu-Chek-Prep Inc.（米国）、ヘプタデカ
ン酸メチルは東京化成工業から購入した。ベザフィブリン酸およびクロフィブリン酸は再結晶して使用
した。また、フェノフィブリン酸はフェノフィブラートを加水分解後、再結晶したものを使用した。そ
の他の試薬は和光純薬工業の特級を使用した。 
 
第 2 節 還元型フィブリン酸の合成法 
 
メタノール 10 mL に溶解したフェノフィブリン酸（300 mg、0.94 mmol）に、水素化ホウ素ナトリウ
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ム（231 mg、6.12mmol）を氷冷下で数回に分けて加えた後、室温で 2 時間撹拌して反応させた。この反
応液を減圧下で濃縮し、氷冷下で 10%（w/v）塩酸を加えて酸性にした後、酢酸エチル 20 mL で 2 回抽
出した。得られた有機層を飽和食塩水で洗浄後、硫酸ナトリウムで乾燥させ濃縮した。この残渣を酢酸
エチル－n-ヘキサン溶液で再結晶した。得られた無色の結晶（153 mg、50.7%）は、NMR および EI-MS
で測定した結果からフィブリン酸の還元体（2-{4-[(4-chlorophenyl)(hydroxy)methyl]phenoxy}-2- 
-methylpropanoic acid）であることが同定された。（1HNMR (400 MHz, CDCl3 + D2O)  1.59 (s, 6 H), 5.79 (s, 
1 H), 6.89 (d, J = 5.6 Hz, 2 H), 7.25 (d, J = 5.6 Hz, 2 H), 7.31 (s, 4 H); EI-MS m/z (relative intensity) 320 (M
+
, 10), 
322 (M
+ 
+ 2, 3.4), 216 (74), 153 (100).） 
 
第 2 章 実験動物と飼料 
 
日本クレア社から購入した雄性 WI ラットおよび GK ラット、日本エスエルシー社から購入した雄性
Wistar ST ラット、SHR/ND+ラットおよび SHR/NDcp ラット、日本チャールズリバー社から購入した雄
性 ZL ラットおよび ZFラットを馴化飼育後、正常な個体を使用した。すべての動物実験は、総理府の「実
験動物の飼育及び保管等に関する基準」に従うとともに、本研究計画の動物実験委員会による審査結果
に基づいた学長承認を得て「城西大学動物実験規定」に従って実施した。 
 
第 3 章 動物の処理 
 
第 1 節 動物の飼育 
 
（1）WI ラット、GK ラット、ZL ラット、ZFラット、SHR/ND+、SHR/NDcp ラットの飼育 
 WIラットおよびGKラットは 10週齢、ZLラットおよび ZFラットは 10週齢または 16週齢、SHR/ND+
ラットおよび SHR/NDcp ラットは 22 週齢で実験に供した。ラットには固形飼料（CE-2、日本クレア社）
および水を自由摂取させた。 
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（2）フィブラート混餌投与 
 フェノフィブラートおよびベザフィブラートは 0.025％、0.05％、0.1％および 0.2％（w/w）、クロフィ
ブリン酸は 0.05%、0.1%、0.15%、0.2%および 0.3%（w/w）の割合で CE2 粉末飼料に混合し、Wistar ST
ラットに 14 日間水と共に自由摂取させた。また、フェノフィブラート 0.1％（w/w）、ベザフィブラート
0.1％（w/w）およびクロフィブリン酸 0.3％（w/w）を含む飼料については、2 日、7 日および 14 日間自
由摂取させタイムコースとした。すべてのラットは 10 週齢で実験に供した。 
 
（3）ベザフィブラート経口投与 
 WI ラットおよび GK ラットにベザフィブラート（100 mg/kg 体重）を 1 日 1 回 7 日間、ゾンデを用い
て胃内に投与した。ラットには CE-2 および水を自由摂取させ、10 週齢で実験に供した。 
 
（4）STZ 投与 
 5 週齢の WI ラットに STZ（50－60 mg/kg 体重）を 1 回静脈内投与した［39, 43］。STZ は 0.1 M クエ
ン酸緩衝液（pH 4.5）に溶解して用いた。ラットには CE-2 および水を自由摂取させ、血糖値 500 mg/100 
mL 以上の個体を 1 型糖尿病モデルラットとして、10 週齢で実験に供した。 
 
（5）サフラワー油、シソ油、魚油混餌投与 
 サフラワー油（サミット製油）、シソ油（太田油脂）および魚油（EPA-28MN、マルハニチロ食品）を
7%（w/w）の割合で OYC 改変 AIN-93G 粉末飼料（オリエンタル酵母）に混合し、28 日間、Wistar ST
ラットに水と共に自由摂取させた。すべてのラットは 9 週齢で実験に供した。 
 
（6）魚油、トリオレイン、フルクトース混餌投与 
 魚油（EPA-28MN）およびトリオレイン（和光純薬工業）は 20%（w/w）、フルクトース（オリエンタ
ル酵母）は 62.55%（w/w）の割合で OYC 改変 AIN-93G 粉末飼料に混合し、魚油およびトリオレインは
28 日間、フルクトースは 14 日間、WI ラットおよび GK ラットに水と共に自由摂取させた。すべてのラ
ットは 10 週齢で実験に供した。 
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*1
, consisting of carbohydrates, sugars, 
starches, and a major portion of materials 
classed as hemicellulose in feeds.Values 
of nutrients are provided in the catalog of 
CLEA Japan Inc. (2009). 
（7）T0901317 混餌投与 
T0901317（Cayman Chemical Company、米国）を 0.005％（w/w）の割合で CE2 粉末飼料に混合し、
WI ラットおよび GK ラットに 7 日間、水と共に自由摂取させ、10 週齢で実験に供した。 
 
Table  Nutrient composition of CE-2 diet 
 
   % 
Moisture 8.9 
Crude protein 24.9 
Crude fat 4.6 
Crude fiber 4.1 
Crude ash 6.6 
Nitrogen-free extract 
*1
 51.0 
Total 100.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table  Fatty acid composition of CE2 diet 
 
 mol % 
16:0  23.23 
16:1n-7   1.95 
17:0   0.22 
18:0   2.41 
18:1n-9  19.70 
18:1n-7   2.17 
18:2n-6  42.07 
18:3n-3   3.59 
20:3n-9   0.04 
20:3n-6   0.00 
20:4n-6   0.16 
20:5n-3   2.86 
22:5n-3   0.26 
22:6n-3   1.34 
Total 100.00 
Table  Composition of experimental diets 
 
 
7% (w/w) 
Safflower oil 
Perilla oil 
Fish oil 
20% (w/w) 
Fish oil 
Triolein 
62.55% (w/w) 
Fructose 
        % (w/w)       % (w/w)     % (w/w) 
Cornstarch 37.7486 26.35 0.00 
Casein 20.0000 20.00 20.00 
α- cornstarch 13.2000 13.20 0.00 
Sucrose 10.0000 10.00 0.00 
Fructose 0.0000 0.00 62.55 
Oil 
7.0000 
( safflower / fish / perilla ) 
20.00 
( fish / triolein ) 
7.00 
( soybean) 
Cellulose 5.0000 5.00 5.00 
Mineral mixture ( AIN-93G ) 3.5000 3.50 3.50 
Vitamin mixture ( AIN-93G-VX ) 1.0000 1.00 1.00 
l-cystine 0.3000 0.30 0.30 
Choline bitartrate 0.2500 0.25 0.25 
Butylated hydroxytoluene 0.0014 0.40 0.40 
Total 100.00 100.00 100.00 
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第 2 節 血液の採取と臓器の摘出 
 
エーテル麻酔下、ラットの下大静脈から血液を採取し、速やかに肝臓、精巣周囲脂肪組織、腸間膜脂
肪組織、褐色脂肪組織、腎臓および筋肉を摘出した。血液は 4℃で凝固させたあと、900 x g で 15 分間
遠心分離して血清を得た。肝臓は生理食塩水で洗浄後、重量を測定し、小片に切り分け液体窒素下で凍
結させ、－80℃で保存した。組織分析のために、肝臓の小片を 10% 中性ホルマリン溶液に浸けた。ま
た、一部を使用して肝臓スライスを作製した（後述）。残りの肝臓は生理食塩水で還流し脱血した後、
ミクロソーム調製に用いた（後述）。 
 
第 3 節 肝スライスの作製 
 
解剖で得られた肝臓の一部を Krumdieck Tissue Slicer（Albama Research and Development、米国）を用
いて、直系 1 cm、厚さ約 140 μm のスライスを作製した。 
 
第 4 節 肝ミクロソームの調製 
 
残りの肝臓は重量に対して 4 倍量の 10 mM Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）、1 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid（EDTA）を含む 0.25 M ショ糖溶液を加え、テフロンホモジナイザーを用いてホモジネートを調製
した。ホモジネートの一部は脂肪酸組成の分析のために－30℃で保存した。残りのホモジネートを 4℃、
18,000 x g で 20 分間遠心し（KUBOTA 7780Ⅱ ローター：RA40）、得られた上清を再び同様の条件で遠
心した。この上清を 0℃、105,000 x g で 1 時間遠心した（Hitachi CP80WX ローター：RP50T）。得られ
た沈殿を 10 mM Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）、0.1 mM EDTA を含む 0.25 M ショ糖溶液に懸濁し、再び同
様の条件で遠心した。得られた沈殿を 10 mM Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）、0.1 mM EDTA を含む 0.25 M シ
ョ糖溶液に再懸濁し（約 50 mg protein/mL）、液体窒素にて凍結後、－80℃で保存した。ミクロソーム中
のタンパク質量は Lowry らの方法に従い測定した［51］。標準物質として BSA を用いた。 
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第 5 節 組織ホモジネートの調製 
 
肝臓、腎臓、筋肉の小片に重量に対して 9 倍量の 10 mM Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）、1 mM EDTA を含
む 0.25 M ショ糖溶液を加え、テフロンホモジナイザーを用いてホモジネートを調製し、－30℃で保存し
た。 
 
第 6 節 サイトゾルの調製 
  
Wu および Soni らの方法に従って、肝臓からのサイトゾルの調製を行った［81, 96］。－80℃で保存
した凍結肝臓を 0℃で解凍し、4 倍量のホモジナイズ緩衝液（0.5 M ショ糖、1 mM EDTA、20 mM Tris-
塩酸（pH 7.4）、1 mM ジチオエリトリトール、20 μg/mL ロイペプチン、2 μg/mL アンチパイン、1 μg/mL 
ペプスタチン）を加え Dounce ホモジナイザーを用いてホモジナイズ後、4℃、1,000 x g で 10 分間遠心
した。0.25 M、1.5 M ショ糖およびホモジネートの上清（0.5 M ショ糖）を用いて不連続密度勾配をつ
くり、4℃、100,000 x g で 3 時間遠心した（CS100GXL スウィングローター：S55S-1106、Hitachi）。分
取した 0.5 M ショ糖溶液をサイトゾル画分とした。タンパク質量は標準物質として BSA を用いて BCA
法に従い測定した。 
 
第 4 章 血清の生化学的分析 
 
凍結保存した血清から、それぞれのキット、血糖値：グルコース CⅡ-テストワコー、トリグリセリ
ド：トリグリセライド E-テストワコー、総コレステロール：コレステロール E-テストワコー、NEFA：
NEFA C-テストワコーおよびインスリン：Rat insulin RIA Kit（Merck Millipore、ドイツ）を用いて分析し
た。 
 
第 5 章 組織分析 
 
 10％ 中性ホルマリン溶液で固定した肝臓をパラフィンで包埋した後、3－4 μm の厚さの切片を作製し、
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H&E 染色を行った。また、クライオスタット内で 10－12 μm の厚さの凍結切片を作製し、ORO および
H&E 染色を行った。切片の観察には DP72 カメラ（オリンパス）を搭載した光学顕微鏡（Olympus BX53、
オリンパス）を用いた。 
 
第 6 章 脂質の分析 
 
第 1 節 肝ホモジネートからの脂質の抽出 
 
肝臓ホモジネートから、Bligh-Dyer 法で脂質を抽出した［10］。解凍した 20％ 肝ホモジネート 0.8 mL
に冷水を加えて 1.6 mLとし、抗酸化剤として 0.02% ブチルヒドロキシトルエン/エタノール溶液を 50 μL
加えた。この際、ガスクロマトグラフィー分析に用いる試料には内部標準物質としてノナデカノイン酸、
コレステリルヘプタデカノアート、トリヘプタデカノインを加えた。メタノール 4 mL、クロロホルム 2 
mL を加えて振とうした。その後、0.1 M 塩酸とクロロホルムを各 2 mL ずつ加えて、2 層に分離し、600 
x g で 5 分間遠心後、クロロホルム層を分取した。水層を 2.4 mL のクロロホルムで再抽出して先のクロ
ロホルム層を合わせ、得られたクロロホルム層にクロロホルム/メタノール/0.1 M 塩酸（3：48：47、v/v）
を 3.2 mL 加えて 3 分間振とうした後、遠心した。上層を取り除いた下層に窒素気流を吹き付け、溶媒
を留去した後、クロロホルム/メタノール（1：1、v/v）1 mL に溶かして総脂質とし、－30℃で保存した。 
 
第 2 節 脂質の分離 
  
総脂質から一部を分取し、シリカゲル G プレート（No.5721、Merck、ドイツ）上にスポットし、n-
ヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸（80：30：1、v/v）で展開することにより TAG、DAG、PL、CE およ
び FFA に分離した。プレートを乾燥させた後、0.001% プリムリン溶液（アセトン/水（4：1、v/v））を
噴霧し、UV（265 nm）照射により各スポットを検出した。シリカゲルプレートから各スポットをかき
とり、0.02% ブチルヒドロキシトルエン/エタノール溶液 50 μL およびクロロホルム/メタノール/0.1 M 
塩酸（4：4：1、v/v）を加えた。4℃で一晩放置後、遠心によりシリカゲルを分離し、0.1 M 塩酸 3 mL
を加え、3 分間振とう後遠心し、上清を取り除いた。シリカゲルからの抽出の際、DAG、FFA、PL には
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内部標準物質としてヘプタデカン酸メチルを加えた。 
 
第 3 節 けん化 
 
肝臓の総脂質、DAG および CE の脂質溶液の溶媒を留去し、10% 水酸化カリウム/90% メタノール溶
液を 1 mL 加えて、80℃で 1 時間反応させた。反応液を室温に戻し、水 4 mL およびヘキサン 4 mL を
加え、3 分間振とう後遠心し、上層を取り除いた。6 M 塩酸を 1 mL 加えて溶液を酸性にし、ヘキサン
を 4 mL 加え、3 分間振とう後遠心し、上層を分取した。下層を 4 mL のヘキサンで再度抽出して、これ
らのヘキサン抽出液を合わせ、窒素気流を吹き付けて溶媒を留去した。 
 
第 4 節 脂肪酸のメチル化 
 
（1）三フッ化ホウ素メタノール溶液を用いた脂肪酸のメチル化 
総脂質および CE をけん化して得た脂肪酸に 14%（w/v） 三フッ化ホウ素メタノール溶液を 1 mL 加
えて 100℃で 10 分間加熱した。空冷後、水 4 mL およびヘキサン 4 mL を加えて 3 分間振とう後、遠心
してヘキサン層を分取した。水層をヘキサンで再度抽出してこれらを合わせた。 
 
（2）ナトリウムメトキシドを用いた脂肪酸のメチル化 
TAG および PL に 0.5 N ナトリウムメトキシド 1 mL を加えて 50℃で 10 分間反応させた。空冷後、
酢酸 100 μLを加えて、酸性溶液とした後、水 4 mL およびヘキサン 4 mL を加えて 3 分間振とう後、
遠心してヘキサン層を分取した。水層をヘキサンで再度抽出してこれらを合わせた。 
 
（3）塩化水素メタノールを用いた脂肪酸のメチル化 
FFA および DAG をけん化して得た脂肪酸に 5% 塩化水素メタノール溶液 0.5 mL を加えて 100℃で
45 分間反応させた。空冷後、水 2 mL およびヘキサン 3 mL を加えて 3 分間振とう後、遠心してヘキサ
ン層を分取した。水層をヘキサンで再度抽出してこれらを合わせた。 
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第 5 節 ガスクロマトグラフィーによる脂肪酸の分析 
 
ガスクロマトグラフィーには、GC-2014（島津製作所）を用いた。分離にはキャピラリーカラム 
SUPELCOWAX10（内径 0.53 mm x 30 m、膜厚 1.0 μm、SUPELCO、米国）を、検出器には水素炎イオ
ン化検出器を使用した。キャリアーガスとしてヘリウムを用いた。試料注入部および検出器の温度は
255℃、カラム温度は 230℃とした。また、18:1n-9 と 18:1n-7 の分離には、キャピラリーカラム SLB-IL100
（内径 0.32 mm x 30 m、膜厚 0.26 μm、Sigma-Aldrich Japan) を用い、試料注入部および検出器の温度は
220℃、カラム温度は 120℃とした。標準物質の保持時間との比較によって各ピークを同定し、内部標準
物質であるノナデカノイン酸またはヘプタデカン酸のメチルエステルと試料中の脂肪酸メチルエステ
ルのピーク面積比から各脂肪酸を定量した［35］。 
 
第 6 節 TAG の定量 
 
TLC により分離後、抽出した TAG の一部の溶媒を、窒素気流を吹き付け留去した。クロロホルム 10 
μL および 10％ トリトン X-100 / イソプロパノール溶液 90 μL を添加し、撹拌後トリグリセライド E-
テストワコーを用いて定量した。検量線はトリオレインで作製した。 
 
第 7 章 脂質代謝の測定 
 
第 1 節 脂質への脂肪酸取り込み速度の測定 
 
［1-14C］オレイン酸エタノール溶液およびオレイン酸エタノール溶液を試験管に測りとり、溶媒を留
去した。1 assayあたりエタノールを 16 μL加えて溶解させた後、6% BSA 水溶液 0.16 mL と、水 24 μL
を加えて基質溶液とした。［1-14C］オレイン酸 0.25 mM（0.48 mCi）、0.6%（w/v）BSA、1% エタノー
ルを含む Krebs-Ringer bicarbonate 緩衝液（KRB 緩衝液）（113 mM 塩化ナトリウム、4.7 mM 塩化カリウ
ム、2.5 mM 塩化カルシウム、1.2 mM リン酸二水素カリウム、1.2 mM 硫酸マグネシウム 7 水和物、25 
mM 炭酸水素ナトリウム、5 mM グルコース、pH 7.4 ）1.6 mL をガラスバイアルに入れ、秤量した肝
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スライスを加え、気相を 95% O2－5％ CO2に置換し、密閉した。37℃で 15 分間振とうしてインキュベ
ートした後に、0℃で冷却した BSA 溶液 0.2 mL と KRB 緩衝液 1.4 mL の入ったガラスバイアル中で組
織をすばやく洗い、反応停止液（クロロホルム/メタノール/水（1：2：0.8、v/v））を入れて反応を停止
した。肝スライスは、反応停止液とともにテフロンホモジナイザーを用いてホモジネートとした後、総
脂質を抽出した。得られた総脂質の一部を分取し、液体シンチレーター（1 L 中に POPOP 0.33 g および
DPO 4 g を含むトルエン）8 mL を加えて液体シンチレーションカウンター（LSC6100、Hitachi Aloka 
Medical）にて放射活性を測定した。また、残りの総脂質から一部を分取し、TLC で分離した TAG、DAG、
PL、CE および FFA についても、液体シンチレーター（1 L 中に POPOP 0.33 g および DPO 4 g を含むト
ルエン/トリトン（2：1、v/v））8 mL を加えて同様に放射活性を測定した。 
 
第 2 節 脂肪酸合成速度の測定 
 
10 週齢の WI ラットおよび GK ラットの腹腔内へ［1-14C］酢酸（160 μCi/kg 体重）を投与し、投与 5
分後に肝臓を摘出し液体窒素で凍結させ、－80℃で保存した。この肝臓を用いて 10％ホモジネートを調
製後、総脂質を抽出した。この総脂質の一部から、けん化物および不けん化物を抽出し、液体シンチレ
ーションカウンターにて放射活性を測定した。また、残りの総脂質から TLC で分離した TAG、DAG、
PL、CE、コレステロールおよび FFA についても同様に放射活性を測定した。 
 
第 3 節 脂肪酸分解速度の測定 
 
Friedman らおよび中川の方法を参考にして測定した［21, 102］。［1-14C］パルミチン酸エタノール溶液
およびパルミチン酸エタノール溶液を試験管に測りとり、溶媒を留去した。1 assay あたりエタノールを
20 μL 加えて溶解させた後、6% BSA 水溶液 0.2 mL を加えて基質溶液とした。［1-14C］パルミチン酸 0.25 
mM（0.30 mCi）、0.6％ BSA および 1% エタノールを含む KRB 緩衝液 2 mL をガラスバイアルに入れ、
秤量した肝スライスを加え、気相を 95% O2－5% CO2に置換し、密閉した。37℃で振とうさせインキュ
ベートし、30 分後および 90 分後に 0.6 M 過塩素酸溶液 1 mL を注入して反応を停止させた。バイアル
内にセットしたカップにハイアミンヒドロキシド 0.2 mL を注入し、室温で 45 分間振とうさせ、生成し
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た 14CO2をハイアミンヒドロキシドに吸着させた。このハイアミンヒドロキシドを回収し、液体シンチ
レーター（Eco Lite、MP biomedicals、米国）を 8 mL 加え、液体シンチレーションカウンターにて放射
活性を測定した。反応終了後、反応液と肝スライスを回収し、テフロンホモジナイザーを用いてホモジ
ネートを調製した。ホモジネートを 800 x g で 10 分間遠心して上清を分取した。上清に 5 M KOH を添
加して中和し、さらに 3 M 酢酸緩衝液（pH 7.4）0.7 mL を加えて pH を 4 とした。これに石油エーテル 
5 mL を加えて 5 回抽出し、未代謝の［1-14C］パルミチン酸を除いた。得られた水層の一部を分取し、
液体シンチレータ （ー1 L 中に POPOP 0.33 g および DPO 4 g を含むトルエン/トリトン（2：1、v/v））8 mL
を加えて液体シンチレーションカウンターにて放射活性を測定した。反応 90 分間から 30 分間での CO2
および酸可溶性代謝物の生成量の差を求め、脂質分解速度として算出した。 
 
第 4 節 VLDL 分泌速度の測定 
 
リポタンパク質リパーゼ阻害作用をもつトリトン WR1339 を絶食させたラットに投与し、一定時間内
に増加する血中 TAG 量を測定することにより、肝臓からの VLDL 分泌速度の測定を行った［86］。12
時間絶食させたラットに、20％（w/v）トリトン WR1339 生理食塩水溶液を体重 1 kg あたり 300 mg とな
るように尾静脈より投与した。対照群には生理食塩水のみを投与した。投与 1、2、3、4 および 6 時間
後に眼窩静脈叢より採血し、ヘパリンを加え転倒混和後、4℃、2,400 x g で 5 分間遠心し、血漿を得た。
この血漿中の TAG をトリグリセライド E-テストワコーを用いて定量し、VLDL 分泌速度を求めた。な
お、全血漿量は体重の 3.1％とした。 
 
第 8 章 酵素活性の測定 
 
第 1 節 SCD 活性の測定 
 
Oshino らの方法に従って測定した［71］。SCD 活性は NADH により還元されたミクロソーム中のシト
クロム b5 がステアロイル CoA 存在下で再酸化される速度を測定することにより求めた。シトクロム 
b5の酸化速度は 424 nm と 409 nm の差の吸光度変化を記録することにより求めた。反応系は酵素源とし
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てミクロソームタンパク質 1.2 mg および 0.1 M Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）を石英セルにとり、最終容量 
3 mL とした。30℃で 2 分間プレインキュベートした後、NADH 2 nmol を加え、島津分光光度計 UV-300
で記録を開始した。ミクロソームに含まれるシトクロム b5の還元反応が完全に終了した後、20 nmol の
ステアロイル CoA を加え、2 nmol NADH を添加して再びシトクロム b5の吸光度変化を記録した。還元
型シトクロム b5の酸化の速度定数をステアロイル CoA 存在下（κ）と非存在下（κ
-）においてそれぞれ
求め、SCD の反応速度定数（κ＋）は、κ＋ = κ－κ– により算出した。 
 
第 2 節 Elongase 活性の測定 
 
 Kawashima と Kozuka の方法に従って測定した［40］。反応溶液は終濃度で 200 μM［2-14C］マロニル
CoA（20 nCi）、2 mM NADH、2 mM NADPH、1 mM シアン化カリウム、0.1 M Tris-塩酸緩衝液（pH 7.4）、
ミクロソーム 200 または 250 μg タンパク質を含み、最終容量を 0.5 mL とした。PCE 活性には 30 μM パ
ルミトイル-CoAを、POCE活性には 30 μM パルミトオレオイルCoAを基質として用いた。反応液を 37℃
で 4 分間インキュベートした後、10% 水酸化カリウム / 90% メタノール溶液 1 mL の添加により反応
を停止させた。80℃で 30 分間加温後、反応液を室温に戻し、6 M 塩酸を 1 mL 加えて溶液を酸性にした。
水 1 mL およびヘキサン 2 mL を加え、3 分間振とう後遠心し、上層を分取した。この操作を 3 回繰り
返し、得られたヘキサン抽出液に水 4 mL を加え、3 分間振とう後遠心し、上層を分取した。溶媒を留
去し、液体シンチレータ （ー1 L 中に POPOP 0.33 g および DPO 4 g を含むトルエン/トリトン（2：1、v/v））
8 mL を加え、液体シンチレーションカウンターにて放射活性を測定した。 
 
第 3 節 TAG 加水分解活性 
 
Wu らの方法を一部改変して、TAG 加水分解活性を測定した［96］。基質は、［カルボキシル-14C］ト
リオイレイン 2.96 mg（3 μCi)（終放射活性 0.9 μCi/μmol)、および PC/PI（3：1、w/w）300 μg を混合し、
窒素気流を吹き付けた後、減圧下で溶媒を留去した。0.1 M リン酸カリウム緩衝液（pH 7.0) 1.5 mL を加
え、超音波発生装置（Astrason ultrasonic processor XL2020; Misonix Inc.、米国）で超音波処理を行った。
0.1 M リン酸カリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解した 20%（w/v) defatted BSA 0.5 mL を加え、弱く撹拌し
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た［33］。反応は、基質溶液 100 μL、サイトゾル画分 50 μL、緩衝液 (20 mM リン酸カリウム、1 mM EDTA、
1 mM ジチオエリトリトールおよび 0.02% (w/v) defatted BSA、pH 7.0) 50 μL を混合し、37°C で 60 分間
行った。コントロールとしてサイトゾル画分を加えない反応も同時に行った。クロロホルム/メタノール
（1：2、v/v）を 6 mL 加え、反応を停止した。キャリアとして、18:1n-9 (56.4 μg/エタノール溶液) およ
び DAG (124.2 μg/エタノール溶液) を加え、総脂質の抽出を行った。総脂質の一部を分取し、液体シン
チレーターにて放射活性を測定した。また、残りの総脂質から一部を分取し、TLC で分離した DAG、
CE および FFA についても同様に放射活性を測定した。 
 
第 9 章 フィブリン酸の定量 
 
第 1 節 フィブリン酸の抽出 
 
Abe らが報告した方法を一部改変して、フィブリン酸の抽出を行った［1］。試験管にメタノール－水
溶液（90：10、v/v）に溶解した内部標準物質（ベザフィブリン酸およびフェノフィブリン酸にはクロフ
ィブリン酸 2 nmol、クロフィブリン酸にはベザフィブリン酸 2 nmol）を加え、窒素気流下で溶媒を留
去した。肝臓、腎臓、筋肉のホモジネート（10 mg 相当）または血清 0.1 mL に水を加えて 0.5 mL とし、
さらに 0.5 M 塩酸 1 mL を加えて撹拌した。n-ヘキサン/酢酸エチル（85：15、v/v）3 mL を加え、よく
振とうした。3,000 rpm、10 分間遠心後、有機層を分取し、水層を再度抽出した。得られた有機層を合わ
せ 0.1 M リン酸水素二ナトリウム 2 mL を加え振とうし、遠心後、有機層を除去した。残りの水層に 0.5 
M 塩酸 2 mL を加えて酸性にし、撹拌した後、n-ヘキサン/酢酸エチル（85：15、v/v）3 mL を加え、振
とうした。遠心後、有機層を分取し、水層を再度抽出した。合わせた有機層に窒素気流を吹き付け、溶
媒を留去した。 
 
第 2 節 フィブリン酸の BrMDMC による誘導体化 
 
抽出したフィブリン酸に、真空乾燥した炭酸カリウム 1 mg、アセトニトリルに溶解した 18-crown-6-
エーテル 62.5 μg/100 μL、アセトンに溶解した BrMDMC 250 μg/100 μLを加え、撹拌後遮光し、70℃で
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60 分間加温した。反応終了後、アセトニトリル/アセトン（1：1、v/v）を 200 μL 加えて撹拌し、綿栓ろ
過後、MillexⓇ-LH フィルター（Merck Millipore、ドイツ）でろ過し、HPLC による分析に用いた。 
 
第 3 節 HPLC による BrMDMC 誘導体化フィブリン酸の定量 
 
HPLC による分析には、ポンプ：LC-20AT、デカッサー：DGU-20A3、システムコントローラー：SCL 
10Avp、蛍光検出器：RF-10AXL、クロマトパック積分機：RF-10A（すべて島津製作所）を用いた。分離
カラムは YMC-Pack Pro C18（100 x 4.6 mm、粒子径：S-3 μm、細孔径：12 nm、YMC CO.）を使用し、
カラム温度を 40℃とした。移動相はクロフィブリン酸およびベザフィブリン酸分離の場合はアセトニト
リル/水（43：57、v/v）、クロフィブリン酸およびフェノフィブリン酸分離の場合はアセトニトリル/水（46：
54、v/v）を用い、流速は 1 mL/分とした。検出は励起波長 340 nm、蛍光波長 425 nm で行った。BrMDMC
誘導体化フィブリン酸が溶出された後、カラムをメタノール（1.5 mL/分）で 30 分間洗浄した。 
 
第 4 節 マススペクトルよる BrMDMC 誘導体化フィブリン酸の分析 
  
HPLC で分離した BrMDMC 誘導体化フィブリン酸ピーク画分を分取し、遠心エバポレータで溶媒を
留去した後、JEOL JMS-700 mass spectrometer（日本電子）を用いて EI および FAB-MS 法にて構造分析
を行った。 
 
第 10 章 mRNA の定量 
 
－80℃で凍結保存してあった肝臓の小片に Quiazol（Quiagen、ドイツ）を加え、ポリトロンで粉砕後、
RNeasy Mini kit（Quiagen、ドイツ）を用いて総 RNA を抽出した。総 RNA の定量は、抽出液の吸光度を
波長 260 nm で測定することにより行なった。逆転写反応は RNA PCR kit（AMV）ver2.1（タカラバイオ）
を用いた。RNA PCR 緩衝液、5 mM 塩化マグネシウム、1 mM dNTP mix、2 U/μL RNase inhibitor、2.5 ng/μL 
random 9mer、0.05 UμL AMV 逆転写酵素および 0.5 μg の総 RNA を入れ、最終容量が 10 μLになるよう
に RNase-free 水を加えた。30℃で 10 分、42℃で 30 分、99℃で 5 分、6℃で 99 分間反応させた。精製し
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た complementary DNA（cDNA）は使用するまで－30℃で保存した。 mRNA の定量にはリアルタイム
PCR 法を用いた。反応は SYBR Premix Ex Taq（タカラバイオ）を用い、Table に示した各プライマーセ
ットの最終濃度が 200 nM になるように調製した。PCR と溶解曲線の作成は、Step one plus Real-Time PCR 
System（Applied biosystems、米国）を用いて行なった。反応は 95℃、10 秒で変性させた後、1 サイクル
が 95℃で 5 秒、60℃で 34 秒を 50 サイクル反応させた。増殖後は、融解曲線を作成し、単一生成物であ
ることを確認した。各遺伝子の発現量は comparative Ct 法を用いて解析した。 
 
第 11 章 Western blotting 
 
Ried らの方法に従って行った［75］。RIPA lysis 緩衝液（25 mM Tris-塩酸、150 mM 塩化ナトリウム、
1% NP40、1% デオキシコール酸ナトリウム、0.1％ SDS、pH 7.6）にタンパク質分解酵素阻害剤（アプ
ロチニン 2 μg/mL、ベスタチン 13.8 μg/mL､ロイペプチン 10 μg/mL、ペプスタチン 5 μg/mL、AEBSF 250 
μg/mL）を加え、ホモジナイズ緩衝液とした。－80℃で保存していた凍結肝臓にホモジナイズ緩衝液を
加え、ポリトロン RT 2100 ホモジナイザー（Kinematica、スイス）を用いてホモジナイズ後、氷上で 30
分静置させた。10,000 x g、4℃で 10 分間遠心後、得られた上清を再度遠心し、上清を分取した。この上
清中のタンパク質量は、標準物質として BSA を用いて、BCA 法に従い測定した。10 μg タンパク質を
含む上清を、5%（v/v）2-メルカプトエタノール、2% SDS、6%（v/v）グリセロール、0.02％ ブロモフ
ェノシルブルーを含む 0.063 M Tris-塩酸（pH 6.8）に溶解し、98℃のヒーティングブロックで 5 分間加
熱し、泳動サンプルとした。8％または 12％のポリアクリルアミドゲルにサンプルを適用し、濃縮ゲル
中は 80 V定電圧、分離ゲル中は90 mA定電流で泳動した。セミドライブロッティング装置（Bio Rad Inc.、
米国）を使用し、PVDF 膜（GE Healthcare、英国）に転写した。PVDF膜はブロッキング緩衝液（5% ス
キムミルクおよび 1% BSA を含む TBS-T（0.1% Tween 20、25 mM Tris-塩酸、150 mM 塩化ナトリウム、
2.6 mM 塩化カリウム、pH 7.6））に浸してブロッキングを行った後、抗 ATGL（F-7）マウスモノクロー
ナル IgG 抗体を 12 時間、4℃で反応させた。TBS-T で 3 回洗浄した後、抗マウス IgG HRP 結合抗体を 2
時間室温で反応させた。再び TBS-T で 3 回洗浄後、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE 
Healthcare、英国）と反応させ、LAS-1000（GE Healthcare、英国）を用いて検出した。 
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第 12 章 統計処理 
 
2 群間の比較は、F検定による分散分析の後、Student の t 検定を用いて行った。3 群以上の比較は、分
散分析（ANOVA）によって、有意性が認められた場合、Sheffé の多重比較検定を用いて行なった。危険
率 5%未満を有意とした。 
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Table  Sequences of primers used for real-time PCR 
 
Gene Primer ( 5'－3' ) Accession No. 
FAS F: CGCCGACCAGTATAAACCCA M76767 
 
R: GTTGTAATCGGCACCCAAGTC 
 
ACC1 F: AACGCCTTCACACCACCTTG J03808 
 
R: AGTCGCAGAAGCAGCCCAT 
 
ACLY F: AAACTGTATCGCCCAGGCAGT J05210 
 
R: GTAACGCAGCACGTGATCCAT 
 
ME1 F: ACAATACAGTTTGGCATTCCG NM_012600 
 
R: AGGATTCGCTCTCCATCAGTCA 
 
SCD1 F: TCACCTTGAGAGAAGAATTAGCA J02585 
 
R: TTCCCATTCCCTTCACTCTGA 
 
Elovl6 F: AGAACACGTAGCGACTCCGAA AB071986 
 
R: CAAACGCGTAAGCCCAGAAT 
 
Elovl5 F: ACCACCATGCCACTATGCTCA AB071985 
 
R: GGACGTGGATGAAGCTGTTG 
 
Fads1 F: TACAGGCAACCTGCAACGTTC NM_053445 
 
R: GGTGCCACCTTGTGGTAGTTGT 
 
Fads2 F: GCCACTTAAAGGGTGCCTCC BC081776 
 
R: TGCAGGCTCTTTATGTCGGG 
 
DGAT1 F: CCGTGGTATCCTGAATTGGT NM_053437 
 
R: GGCGCTTCTCAATCTGAAAT 
 
DGAT2 F: ATCTTCTCTGTCACCTGGCT NM_001012345 
 
R: ACCTTTCTTGGGCGTGTTCC 
 
GPAT1 F: AGACACAGGCAGGGAATCCAC AF021348 
 
R: AATTCCCGGAGAAGCCCAG 
 
GPAT4 F: TTGGAGTCCTGGAATTTGCTGA NM_001047849 
 
R: GGCTAATCCCTGTGAATGCCA 
 
FAT/CD36 F: CGAAGGCTTGAATCCTACCG NM_031561 
 
R: TGTTGACCTGCAGTCGTTT 
 
FATP2 F: TTCAACAGTGGCGATCTCCTG NM_031736 
 
R: ACCGGAAGGTGTCTCCAACT 
 
FATP4 F: CCTGGTGTACTATGGATTCCGC NM_001100706 
 
R: GCTGAAAACTTCTTCCGGATCA 
 
FATP5 F: TTGCGAACGTACGGCAAGTAG NM_024143 
 
R: AAGGCGGTCTCGGAAGTAGAAG 
 
FABPpm F: TCTGCCAATCCTATGCCAA NM_013177 
 
R: CACCCTTTTGGCTTCTTC 
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FABP1 F: CGGCAAGTACCAAGTGCAGAG BC086947 
 
R: CTGACACCCCCTTGATGTCCT 
 
ACSL1 F: TCAGAGCAGTTCATCGGCATC NM_012820 
 
R: GTCGGTTCCAAGCGTGTCATA 
 
ACSL3 F: GGTGGCCAAAATGTGACAATG NM_057107 
 
R: AAACTCTCCAATATCGCCAGT 
 
ACSL5 F: CAAACATGGCTGCTTTCCTCA NM_053607 
 
R: ACCCTGGACAAGCCTCTCAAA 
 
Acot1 F: ACTACGACGACCTCCCCAAGA NM_031315.1 
 
R: TGGCCACGCAGGTAGTTCA 
 
CPT1a F: AAGGCAGCGTTCTTCGTGA NM_031559 
 
R: GTCAAAGCATCTTCCATGC 
 
MCAD F: CTTTGCCTCTATTGCGAAGGC J02791 
 
R: TCCGAAAATCTGCACAGCATC 
 
LCAD F: TGTATTGGTGCCATAGCCATGA L11276 
 
R: CCCAGACCTTTTGGCATTTGT 
 
VLCAD F: ACAGCTTTCGTAGTGGAACGGA D30647 
 
R: CTGGCACCTTGACTCCATCAA 
 
ATGL F: TCACCAACACCAGCATCCAA NM_001108509 
 
R: TCCATCTCGGTAGCCCTGTTT 
 
CGI-58 F: TGCATAGATGGCAACTCTGGC NM_212524 
 
R: ATACACATAATGCCCTGCCCC 
 
PGC1α F: CGATGACCCTCCTCACAC NM_031347 
 
R: TTGGCTTGAGCATGTTGCG 
 
Acox1 F: ACTACGACGACCTCCCCAAGA NM_031315 
 
R: TGGCCACGCAGGTAGTTCA 
 
apoCⅢ F: GACAATCGCTTCAAATCCCT NM_012501 
 
R: CGGCTCAAGAGTTGGTGTTG 
 
MTP F: ACGTGGTATTCCCGCCTCA BC012686 
 
R: CGTCAAAGCATTTCGTTCTCG 
 
LPK F: TGTGTACCACCGCCAGTTGTT M17685 
 
R: AGCACTTGAAGGAAGCCTCCA 
 
PEPCK F: TGCCTGGATGAAGTTTGATG NM_198780 
 
R: GCCCGGAGCAACTCCAAAAA 
 
G6Pase F: CAGCCTCTTCAAAAACCTGG L37333 
 
R: GAGCGACTTGCGGAGTTCTC 
 
GK F: TGTCACCGACTGCGACATTG M25807 
 
R: GCATGCGATTTATGACCCCA 
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GLUT2 F: CACACCAGCACATACGACACC NM_012879 
 
R: ACTGCAAAGCTGGACACAGA 
 
SREBP-1c F: GGAGCCATGGATTGCACATT AF286469 
 
R: AGGAAGGCTTCCAGAGAGGA 
 
ChREBP F: AATAGAGGAGCTCAATGCT AB074517 
 
R: CCCAGAACTTCCAGTTGTGC 
 
PPARα F: AATGCCCTCGAACTGGATGAC NM_013196 
 
R: CACAATCCCCTCCTGCAACTT 
 
LXRα F: CCACAGCTCAGCCCAGAA NM_031627 
 
R: GGCGTGACTCGAAGTCGGT 
 
β-Actin F: TGCAGAAGGAGATTACTGCC V01217 
 
R: CGCAGCTCAGTAACAGTCC 
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